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RESUMO 
 
O acúmulo de metais pesados no solo provoca grandes danos ambientais, em especial o do 
cádmio, devido ao seu alto nível de toxicidade e efeitos acumulativos nos organismos em 
geral. Poucas pesquisas envolvendo a resposta de diferentes vegetais a metais pesados 
foram realizadas com espécies nativas de cerrado. O objetivo deste trabalho foi avaliar, em 
casa de vegetação, o comportamento de duas espécies do cerrado: Campuloclinium 
chlorolepis (Asteraceae) e Galianthe grandifolia (Rubiaceae) em relação ao excesso de 
cádmio (Cd) no solo. Ambas foram irrigadas com soluções aquosas contendo 0, 0,3 e 3 
mmol L-1 de cádmio. Os resultados demonstraram que as espécies são diferentemente 
tolerantes às concentrações de cádmio a que foram submetidas. Campuloclinium 
chlorolepis suportou por 14 dias as concentrações de 0,3 e 3 mmol L-1 de Cádmio e, para 
estas mesmas concentrações, as plantas de Galianthe grandifolia, toleraram até 28 dias. Os 
principais sintomas de toxicidade do Cd foram: clorose, mancha e murchamento das folhas 
e inibição do crescimento em Campuloclinium chlorolepis; epinastia e manchas nas folhas 
em Galianthe grandifolia. O Cd não inibiu o crescimento de Galianthe grandifolia, 
havendo estímulo no crescimento das plantas até mesmo na maior concentração (3  mmol 
L-1 de Cd). A análise do teor de Cd mostrou que Galianthe grandifolia é mais tolerante e 
hiperacumuladora desse metal, concentrando em média 120,37 mg Kg–1 nos tecidos da 
parte aérea e 298,97 mg Kg–1 de Cd na parte subterrânea. Campuloclinium chlorolepis 
apresentou concentrações maiores na parte aérea (22,07 mg Kg–1 de Cd) que nas raízes 
(7,97 mg Kg–1), mas inferiores às concentrações observadas na outra espécie. Neste 
trabalho foram também investigadas particularidades relevantes de ambas as espécies. Em 
Campuloclinium chlorolepis destaca-se a ocorrência de frutanos do tipo inulina, em forma 
de glóbulos e localizados em todos os tecidos de suas raízes tuberosas, com exceção da 
epiderme. No sistema subterrâneo de Galianthe grandifolia constatou-se a ocorrência de 
coléteres protegendo as gemas caulinares originadas em seu xilopódio. Ressalta-se também 
que as duas espécies possuem associação com fungos micorrízicos arbusculares e fungos 
endofíticos “Dark Septate”, os quais são co-ocorrentes nas raízes tuberosas e finas de 
Campuloclinium chlorolepis, enquanto colonizaram apenas as raízes adventícias de 
Galianthe grandifolia.  
 x
ABSTRACT 
 
The accumulation of toxic metals in the soil brings forth great environmental damages, 
especially cadmium, due to its high toxicity and cumulative effects on the organisms in 
general. There are a few studies regarding heavy metals and Cerrado native species. The 
aim of this work was to assess the behavior of two Cerrado species cultivated in the 
greenhouse: Campuloclinium chlorolepis (Asteraceae) and Galianthe grandifolia 
(Rubiaceae), as affected by cadmium (Cd) excess in the soil. Both species were watered 
with aqueous solutions of 0, 0.3, and 3 mmol L-1 of Cd. The results showed that the species 
have different tolerance levels to the Cadmium concentrations to which they were 
submitted. Campuloclinium chlorolepis resisted during fourteen days, subjected to the 
concentrations of 0.3 and 3 mmol L-1 of Cadmium and, at these same concentrations, 
Galianthe grandifolia remained alive up to 28 days. The main symptoms of Cd fitotoxicity 
were: clorosis, stained and withered leaves and growth inhibition in Campuloclinium 
chlorolepis; epinasty and stained leaves in Galianthe grandifolia. There was no growth 
inhibition in Galianthe grandifolia, but rather growth stimulation, even in the highest 
concentration (3 mmol L-1 of Cd). The Cd content analysis revealed that Galianthe 
grandifolia is more tolerant and a hyperaccumulator of this metal, with a mean 
accumulation of 120.37 mg Kg-1 in the tissues of  shoots, and 298.97 mg Kg–1 of Cd in the 
underground system. Campuloclinium chlorolepis showed greater concentrations of Cd in 
the shoots (22.07 mg Kg–1) rather than in the roots (7.97 mg Kg–1). In this work, 
peculiarities of both species were also analyzed. Globular inulin-type fructans were 
detected in all tissues of the tuberous roots of Campuloclinium chlorolepis, except for the 
epidermis. In the underground system of Galianthe grandifolia, the shoot buds sprouting 
from the xylopodium are protected by colleters. In addition, the two species showed an 
association with both arbuscular mycorrhizal fungi and dark septate endophytic fungi, 
which co-occur in the tuberous and the thin roots of Campuloclinium chlorolepis, but 
colonize only the adventitious roots of Galianthe grandifolia. 
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INTRODUÇÃO GERAL 
 
A contaminação por metais pesados em solos brasileiros vem se configurando como 
das mais graves (Andrade et al., 2007) e requer, ainda, muitos estudos relativos aos seus 
efeitos em plantas, visando a recuperação de solos e impedindo a contaminação de novas 
áreas. 
Metais pesados são aqueles elementos com densidades superiores a 5,0 g.cm-3 ou que 
possuem número atômico maior que 20 (Alloway, 1990). Durante a última década, o estudo 
da toxicidade de metais pesados em plantas tem atraído a atenção de muitos cientistas 
ambientalistas (Raskin & Ensley, 2000; Cobbett & Goldsbrough, 2002).  
Muitos metais como o ferro, cobre, cobalto, manganês, molibdênio, níquel e zinco são 
elementos essenciais para o metabolismo das plantas e são identificados como 
micronutrientes, pelo fato de serem requeridos em pequenas quantidades, pois em altas 
concentrações muitos deles tornam-se tóxicos, provocando sérios danos aos vegetais 
(Kabata-Pendias & Pendias, 1984; Bergmann, 1992; Baker et al., 1994; Marschner, 1995 e 
Paiva et al., 2002). O cádmio (Cd) não é um elemento essencial para o crescimento das 
plantas, mas sim tóxico, mesmo em concentrações relativamente baixas (Clemens, 2001). 
O cádmio está se tornando um dos maiores contaminantes de solos (Chen & Kao, 
1995), sendo espalhado em nosso ambiente, principalmente pelas atividades industriais, 
agroindustriais, metalúrgicas e pela incineração do lixo (Marchiol et al., 1996). 
Além de detectar o contaminante no ambiente, é preciso também, encontrar meios que 
possibilitem a descontaminação desse ambiente impactado (Oliveira et al, 2001). Grandes 
esforços têm sido feitos visando a recuperação de solos contaminados com metais pesados, 
sendo o emprego de plantas uma das alternativas, processo este conhecido por 
fitorremediação (Accioly & Siqueira, 2000). Para se obter o sucesso desse método é 
necessário conhecer o potencial fitotóxico dos elementos contaminantes para às espécies 
vegetais que se pretenda introduzir em áreas contaminadas (Sanità Di Toppi & Gabbrielli, 
1999).  
Segundo Cunningham et al. (1996), a destruição da cobertura vegetal em áreas 
contaminadas agrava a degradação do solo, promovendo erosão e a lixiviação dos 
contaminantes para o aqüífero freático, desencadeando progressivo grau de contaminação de 
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outras áreas. Assim, precisam ser reabilitadas e para tal, exigem estudos de diversas 
naturezas sobre o solo, a vegetação e a água (Carneiro et al., 2002). 
Além das conseqüências para o ambiente pela contaminação de vegetais e animais 
através do solo, água ou ar contaminados (Moritz, 1995), os metais pesados também 
representam uma ameaça à saúde humana. No caso especifico da contaminação pelo Cd, 
podem ocorrer distúrbios renais, enfisemas pulmonares, osteoporose e câncer (Viaene et al., 
1999; Kreiss, 1990; Segura-Muñoz, 2002 e Cozzolino, 2007). 
Os teores de cádmio considerados normais nas plantas variam entre 0,1 a 1 mg Kg-1 e, 
para o homem, têm sido observados efeitos tóxicos quando o teor nas plantas consumidas 
como alimento excede a 3 mg Kg-1 (Malavolta, 1980). 
Um exemplo bastante marcante de contaminação por cádmio em plantas consumidas 
como alimentos ocorreu no Japão, na região do Vale do Rio Jintsu, onde o arroz era irrigado 
com água contaminada por cádmio procedente das operações de mineração e de fundição de 
zinco, localizadas nas proximidades do rio. Centenas de pessoas contraíram uma doença 
degenerativa dos ossos chamada Itai-Itai. Nessa doença os íons Ca+2 dos ossos são 
substituídos por íons Cd+2, dado que eles possuem a mesma carga e exatamente o mesmo 
tamanho (Manahan, 1991). 
Os mecanismos de tolerância das plantas ao Cd envolvem, principalmente, a 
produção de fitoquelatinas e a compartimentação desse elemento no vacúolo (Cobbett, 2003), 
mas há especulações sobre o envolvimento de outros mecanismos que participam na proteção 
das plantas ao excesso desse metal, como a colonização das raízes por fungos micorrízicos 
arbusculares (Meharg, 2003). As micorrizas arbusculares (MAs) podem contribuir para a 
tolerância das plantas ao excesso de metais pesados por meio de vários mecanismos físicos e 
biológicos (Christie et al., 2004). As estruturas fúngicas representam uma barreira biológica 
à toxicidade de metais, uma vez que podem imobilizar esses elementos (Gaur & Adholeya, 
2004). Entretanto, os fungos micorrízicos podem ter efeitos variados na absorção de metais 
pesados pela planta hospedeira, podendo aumentar a absorção ou inibí-la. (Soares et al., 
2007). 
Diversos estudos têm sido realizados a respeito dos efeitos do Cd em espécies 
vegetais, sendo a maioria deles em plantas de importância econômica para a alimentação 
(Galli et al., 1996; Lozano-Rodriguez et al. 1997; Ghosroy et al., 1998; Lagriffoul et al. 
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1998; Di Toppi & Gabbrielli, 1999; Wojcik & Tukendorf, 1999; Cobb et al., 2000 e Souza et 
al., 2005). No que se refere a espécies de cerrado, ecossistema que em geral ocorre em solos 
com alta concentração de alumínio, os estudos sobre a tolerância a metais pesados 
praticamente inexistem para espécies arbóreas, e em espécies herbáceas a maioria é realizada 
em gramíneas (Carneiro et al., 2002). Entretanto, existem várias plantas herbáceas de cerrado 
com alta tolerância a diferentes estresses ambientais e, dentre estas, destacam-se aquelas que 
possuem estruturas subterrâneas espessadas, tais como raízes tuberosas, xilopódios e 
rizóforos, que poderiam ser mais eficientes na retirada dos metais do solo, armazenando-os 
junto às demais substâncias de reserva. 
Campuloclinium chlorolepis Baker é uma espécie herbácia, que ocorre em áreas de 
cerrado, cujo sistema subterrâneo é formado por raízes tuberosas. Galianthe grandifolia 
Cabral, é subarbustiva, nativa do cerrado e seu sistema subterrâneo é constituído por um 
xilopódio. Ambas possuem sistemas subterrâneos espessados e formadores de gemas 
caulinares. C. chlorolepis e G. grandifolia apresentam ramos aéreos anuais que secam e 
morrem durante a estação de seca, mas novos brotos são emitidos em poucos dias após o 
início das chuvas. Três motivos levaram à escolha dessas espécies: sua abundância na área de 
coleta, a presença de sistemas subterrâneos espessados e gemíferos, e a escassez de estudos 
sobre o comportamento de espécies do cerrado em ambientes contaminados. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
4 
 
 
 
 
 
 
OBJETIVOS 
 
Visando ampliar os conhecimentos sobre os efeitos do cádmio (Cd) em espécies 
nativas de cerrado, o presente trabalho objetivou: 
 
 Verificar alterações morfológicas, anatômicas e citoquímicas provocadas pelo 
Cd nos tecidos das partes aérea e subterrânea de Campuloclinium chlorolepis 
e Galianthe grandifolia 
 
 Comparar as duas espécies estudadas, com relação às respostas ao estresse 
provocado pelo Cd. 
 
Além disso, em função de observações inéditas quanto a estruturas anatômicas e 
interações das espécies com fungos, foram acrescentados estudos específicos contendo 
análises do material controle, sem a interferência do Cd, a fim de contribuir com os 
conhecimentos sobre plantas de cerrado. 
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ESTRUTURAÇÃO DA TESE 
  
Esta tese está estruturada em quatro capítulos organizados na forma de artigos 
científicos, a saber:   
 
Capítulo 1: Efeitos morfo-anatômicos do cádmio em Campuloclinium chlorolepis 
Baker (Asteraceae) e Galianthe grandifolia E. L. Cabral (Rubiaceae)  
 
Capítulo 2: Co-ocorrência de Fungos Micorrízicos Arbusculares e Fungos 
Endofíticos “Dark Septate” em duas espécies nativas do Cerrado 
 
Capítulo 3: Análise bioquímica, ultra-estrutural e citoquímica dos frutanos do 
sistema subterrâneo de Campuloclinium chlorolepis Baker (Asteraceae) 
 
Capítulo 4: Coléteres em gemas caulinares originadas no xilopódio de Galianthe 
grandifolia E. L. Cabral (Rubiaceae) 
 
 
Após estes capítulos, são apresentadas considerações finais que levam em conta as 
conclusões obtidas e sugerem trabalhos futuros. Finalmente é acrescentada uma lista com as 
referências bibliográficas utilizadas na introdução e nas considerações finais.  
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CAPÍTULO 1 
 
 
 
 
EFEITOS MORFO-ANATÔMICOS DO CÁDMIO EM 
Campuloclinium chlorolepis BAKER (ASTERACEAE) E 
Galianthe grandifolia E. L. CABRAL (RUBIACEAE) 
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EFEITOS MORFO-ANATÔMICOS DO CÁDMIO EM Campuloclinium 
chlorolepis BAKER (ASTERACEAE) E Galianthe grandifolia E. L. 
CABRAL (RUBIACEAE) 
 
VILHALVA, D. A. A. 1 & CORTELAZZO, A. L.2 
 
1. Doutoranda do Programa de Pós-Graduação em Biologia Vegetal, Instituto de Biologia, Caixa Postal 6109, 
Cep 13083-970, Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP, Campinas, São Paulo, Brasil 
(divinavilhalva@yahoo.com.br). 
2. Laboratório de Biologia Celular Vegetal, Departamento de Biologia Celular, Instituto de Biologia, Caixa 
Postal 6109, Cep 13083-970, Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP, Campinas, São Paulo, Brasil 
(angelo@unicamp.br). 
 
Resumo 
O presente trabalho teve por objetivos verificar a capacidade de absorção e tolerância ao 
cádmio (Cd), potente contaminante de solos, de Campuloclinium chlorolepis (Asteraceae) e 
Galianthe grandifolia (Rubiaceae), ambas plantas nativas de cerrado. As duas espécies foram 
crescidas em solo do cerrado e irrigadas com soluções aquosas contendo 0; 0,3 e 3 mmol L-1 
de cádmio. Os resultados demonstraram que as espécies são diferentemente tolerantes às 
concentrações de Cd a que foram submetidas. As plantas de C. chlorolepis suportaram 14 
dias as concentrações de 0,3 e 3 mmol L-1 de Cd e, G. grandifolia, para essas mesmas 
concentrações, as plantas toleraram até 28 dias. As principais alterações em C. chlorolepis 
foram clorose, manchas e murchamento das folhas. O número de tricomas do material tratado 
diminuiu e os estômatos permaneceram abertos. O formato celular se alterou principalmente 
na epiderme das folhas. Os frutanos presentes nas raízes tuberosas diminuíram com o 
aumento de Cd. Em G. grandifolia, na parte aérea, as principais alterações foram: epinastia e 
manchas nas folhas. Os resultados da análise do teor de Cd demonstraram grande capacidade 
de acúmulo desse metal apresentada por Galianthe grandifolia, que concentrou em seus 
tecidos 120,37 mg Kg–1 de matéria seca da parte aérea e 298,97 mg Kg–1 de Cd na parte 
subterrânea. Campuloclinium chlorolepis apresentou concentrações maiores na parte aérea 
(22,07 mg Kg–1) que nas raízes (7,97 mg Kg–1). Esses resultados demonstram que Galianthe 
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grandifolia é mais tolerante ao cádmio que Campuloclinium chlorolepis, apresentando 
concentrações superiores a 100 mg Kg–1 de matéria seca da parte aérea, sendo considerada 
hiperacumuladora desse metal.  
 
Introdução 
 
Estudos básicos sobre fitotoxicidade dos metais pesados e da tolerância das espécies 
aos estresses impostos pelo seu excesso são essenciais para o desenvolvimento de tecnologias 
para fitorremediação (Accioly & Siqueira, 2000). Conhecer os padrões de absorção, 
translocação e acúmulo de íons metálicos, os limites de tolerância e os sintomas de 
fitotoxicidade das espécies com potencial para introdução em áreas contaminadas, tornou-se 
de grande importância acadêmica e tecnológica.  
O cádmio (Cd) é universalmente conhecido pela sua elevada toxicidade para as 
plantas e animais (Barceló & Poschenrieder, 1992). Contaminações ambientais com Cd são 
freqüentes em áreas de processamento de rejeitos de minérios, composto de lixo e lodo de 
esgoto, indústrias de plástico e lubrificante e, em alguns casos, pela aplicação de fertilizantes 
fosfatados ricos em Cd (Alloway, 1993; Campos et al., 2005). No solo, a maior parte do Cd 
apresenta-se na forma iônica (Ribeiro Filho et al., 1999), sendo facilmente absorvido pelas 
raízes e causando sérios danos às plantas.  
Diversos estudos têm sido realizados a respeito dos efeitos do Cd em espécies 
vegetais, sendo a maioria deles em plantas de importância econômica na alimentação (Galli 
et al., 1996; Lozano-Rodriguez et al. 1997; Ghosroy et al., 1998; Lagriffoul et al. 1998; Di 
Toppi & Gabbrielli, 1999; Wojcik & Tukendorf, 1999; Cobb et al., 2000 e Souza et al., 
2005). No que se refere a espécies de cerrado, estudos em arbóreas praticamente inexistem, e 
em espécies herbáceas, a maioria é realizada em gramíneas (Carneiro et al., 2002). 
Entretanto, existem várias plantas herbáceas de cerrado com alta tolerância a diferentes 
estresses ambientais e, dentre estas, destacam-se as plantas que possuem estruturas 
subterrâneas espessadas, tais como raízes tuberosas, xilopódios e rizóforos, que poderiam ser 
mais eficientes na retirada dos metais do solo, armazenando-os junto às demais substâncias 
de reserva. 
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Campuloclinium chlorolepis Baker é uma espécie herbácea, que ocorre em áreas de 
cerrado, cujo sistema subterrâneo é formado por raízes tuberosas. Galianthe grandifolia 
Cabral, é subarbustiva, nativa do cerrado e seu sistema subterrâneo é constituído por um 
xilopódio. Ambas possuem sistemas subterrâneos espessados e formadores de gemas 
caulinares. Deste modo, a presente pesquisa objetivou verificar os efeitos morfo-anatômicos 
do cádmio em Campuloclinium chlorolepis Baker (Asteraceae) e Galianthe grandifolia E. L. 
Cabral (Rubiaceae) e identificar possíveis efeitos do Cd no metabolismo de carboidratos 
acumulados nos sistemas subterrâneos. 
 
Material e Métodos 
 
Local de coleta 
 As espécies Campuloclinium chlorolepis e Galianthe grandifolia foram coletadas no 
cerrado Graúna, localizado no município de Itirapina do Estado de São Paulo. Este cerrado 
apresenta várias fitofisionomias, como campo limpo, campo sujo, campos cerrados. A área 
de coleta está localizada no ponto de coordenada: 22º15’46’’ S e 47º47’58’’ W (Vilhalva & 
Appezzato-da-Glória, 2006). 
O material testemunha está depositado no Herbário da Universidade Estadual de 
Campinas (UEC), com os seguintes números: UEC 146767; UEC 146768 e  UEC 146769. 
 
Experimento com cádmio 
Indivíduos adultos de Campuloclinium chlorolepis e Galianthe grandifolia coletados 
no cerrado, foram transplantados para vasos (capacidade de 4 litros; preenchidos com solo da 
própria área de coleta) e induzidos à brotação pela excisão dos ramos aéreos. Após a remoção 
da parte aérea as plantas foram mantidas em condições naturais até que os seus novos ramos 
atingissem 10 cm de altura. Decorrido esse período, as plantas foram colocadas em casa de 
vegetação com temperatura e luminosidade naturais, onde permaneceram por três dias, em 
período de adaptação. As irrigações com 100 ml de soluções aquosas contendo 0, 0,3 e 3 
mmol L-1 de Cloreto de Cádmio (CdCl2) e as medições da parte aérea (base do caule até o 
primeiro nó da folha) foram realizadas a cada três dias, sendo, quando necessário, irrigadas 
com água destilada. Foram realizadas sete repetições de cada tratamento para 
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Campuloclinium chlorolepis, onde as plantas permaneceram 14 dias para cada tratamento, e 
cinco repetições para Galianthe grandifolia com permanência de 28 dias. 
 
Microscopia de luz 
 Materiais da parte aérea e subterrânea foram fixados em FAA 70 (Johansen, 1940) e 
Solução de Karnovsky (Karnovsky, 1965), modificado pelo uso de tampão cacodilato. Após 
a fixação, os materiais foram emblocados em parafina ou historesina (Kraus & Arduin, 1970) 
e processados para a microscopia de luz. Os cortes foram submetidos às seguintes técnicas 
citoquímicas: Azul de Toluidina (AT) em tampão Mcllvaine, pH 4,0 para caracterização 
estrutural e visualização dos radicais aniônicos totais (Vidal, 1977); Xylidine Ponceau (XP) 
pH 2,5 para detectar radicais catiônicos totais (Vidal, 1970); reação do PAS com o controle 
adequado (Maia, 1979), para evidenciar polissacarídeos. As lâminas permanentes foram 
montadas com Bálsamo do Canadá (Berlyn & Miksche, 1976). 
As fotomicrografias foram obtidas em microscópio “Olympus CX21”, com a 
utilização de máquina digital “Sony Cyber Shot W7”. As escalas foram obtidas através da 
projeção de lâmina micrométrica nas mesmas condições ópticas utilizadas para as ilustrações. 
 
Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 
Para análises de Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV), parte das amostras foi 
fixada em Solução de Karnovsky (Karnovsky, 1965), modificado pelo uso de tampão 
cacodilato e após a fixação, os materiais foram lavados em tampão cacodilato de sódio e em 
seguida pós-fixados em tetróxido de ósmio 1% por 3 horas. As amostras foram então 
desidratadas em série etílica, secas em aparelho de ponto crítico do CO2, e posteriormente 
submetidas ao banho de ouro. As observações foram realizadas no Laboratório de 
Microscopia eletrônica do Instituto de Biologia da Unicamp, em microscópio eletrônico de 
varredura Jeol JSM-5800 LV, a 10kV, acoplado a sistema de captura de imagem.  
 
Análise dos frutanos nas raízes de C. chlorolepis 
 Raízes dos três tratamentos foram pesadas para a determinação da massa de matéria 
seca e, então, submetidas à extração de carboidratos, sendo utilizadas 1 g para cada repetição. 
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Amostras de raízes foram colocadas em etanol 80% e mantidas em banho-maria a 80 
ºC por 15 mim, homogeneizadas e centrifugadas a 700 g por 15 min. Os precipitados foram 
re-extraídos duas vezes. Os resíduos finais foram extraídos duas vezes em água a 60 ºC por 
30 min e filtrados a vácuo em tecido de algodão. Os sobrenadantes e filtrados aquosos foram 
reunidos e concentrados em evaporador rotatório. O extrato final (extrato bruto) foi 
submetido à precipitação a frio com três volumes de etanol e centrifugado a 2900 g por 10 
min a 5 ºC, como descrito em Carvalho et al. (1998) para separação das frações de fruto-
oligo e polissacarídeos. 
Os conteúdos de frutose livre e ligada foram determinados no extrato bruto e nas 
frações de fruto-oligossacarídeos e fruto-polissacarídeos, separadamente, pelo método de 
antrona modificado por Jermyn (1956) para cetoses, utilizando-se frutose (200 µg.mL-1) 
como padrão.  
 
Análise química do solo e teor de Cd 
 Após o término dos experimentos, o material vegetal (1g) das partes aérea e 
subterrânea foi seco em estufa até peso constante e moído para posterior determinação do 
teor de cádmio. O solo do final do experimento realizado com a espécie Campuloclinium 
chlorolepis foi analisado quimicamente no laboratório de Análise de Solo e Planta do Centro 
de Recursos Ambientais do Instituto Agronômico (IAC), conforme mostra a Tabela1.  
 Os dados obtidos foram submetidos à análise de regressão linear das médias de 3 
repetições para cada tratamento, utilizando-se o programa Microsoft Office Excel, versão 
2003. 
 
Resultados 
 
Campuloclinium chlorolepis Baker - Asteraceae  
As plantas foram mantidas em casa de vegetação, sendo regadas a cada três dias com 
as concentrações de, 0, 0,3 e 3 mmol L-1 de cádmio (Figuras 1 - 9). As plantas suportaram o 
tratamento por 14 dias nas concentrações de 0,3 e 3 mmol L-1 de cádmio (Cd) e, após esse 
período as concentrações utilizadas foram letais. Observou-se decréscimo no crescimento da 
parte aérea quando comparado ao controle (Figura 10). As principais alterações causadas na 
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parte aérea pelo Cd foram: clorose, murchamento, assimetria e manchas na região apical, 
principalmente nas folhas medianas e distais (Figuras 3, 6 e 9).  
As folhas jovens (primeiro nó) de C. chlorolepis apresentaram vários tricomas 
glandulares (Figuras 11 e 12) na epiderme. As células das folhas, principalmente as da região 
do mesofilo da planta controle apresentaram conteúdos densamente corados pelo AT 
(Figuras 11 e 12) e pelo XP (Figura 13). Verificou-se nas folhas das plantas tratadas com 0,3 
mmol L-1 Cd, um conteúdo citoplasmático menos corado pelo AT (Figuras 14 e 15) e pelo 
XP (Figura 16) quando comparados ao controle.  Nas folhas das plantas tratadas com 3 mmol 
L-1 Cd, o conteúdo celular foi ainda menos corado pelo AT (Figuras 17 e 18) e pelo XP 
(Figura 19). À medida que foram aumentadas as concentrações de Cd, notou-se a diminuição 
dos tricomas na epiderme (Figuras 17 e 19), rompimento e deformações das paredes 
celulares, e núcleos celulares compactados (Figuras 14, 16 e 17).  
C. chlorolepis é uma espécie herbácea cujo sistema subterrâneo é constituído por uma 
raiz principal gemífera, da qual partem radialmente várias raízes secundárias tuberosas 
(Figuras 20), orientadas horizontalmente em relação à superfície do solo. As gemas 
caulinares (Figura 23) presentes no sistema subterrâneo podem se individualizar e conferir à 
espécie a capacidade de propagação vegetativa. O Cd provocou aumento das raízes finas e 
um aparente alongamento das raízes espessadas, conforme mostra as Figuras 21 e 22, e inibiu 
a formação de gemas caulinares, pois só o controle apresentou essas gemas (Figura 23) 
originadas do sistema subterrâneo. 
A epiderme reveste as raízes secundárias tuberosas, abaixo da qual se encontram 
várias camadas de células parenquimáticas do córtex, a endoderme é inconspícua, constituída 
por células pequenas quando comparadas com as células do parênquima cortical; o cilindro 
vascular é formado pelo periciclo, tecidos vasculares (xilema e floema primários) e no centro, 
a medula, conforme mostra a Figura 24. 
Foi constatado que as raízes tuberosas não apresentam amido, pois o resultado do 
teste com Lugol foi negativo (dados não mostrados). Mas apresentam grande quantidade de 
frutanos do tipo inulina (Figuras 25 - 28), caracterizados por típicos esferocristais 
birrefringentes, sob luz polarizada.   
As principais alterações anatômicas ocasionadas pelo Cd nas raízes tuberosas foram 
relacionadas aos frutanos, pois os mesmos tiveram redução no tamanho e no número, 
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visualizados principalmente através dos testes com XP (Figuras 25, 30 e 35) e pelo PAS 
(Figuras 26, 27, 31, 32, 36 e 37). Algumas células do parênquima cortical apresentaram 
núcleo com “tabiques” (ver detalhe do corte corado com pelo XP na Figura 35).  
Os cortes transversais da raiz corados com o azul de toluidina (AT) são apresentados 
nas Figuras 24, 29 e 34, onde nota-se a presença de células com coloração arroxeada 
(metacromasia) e com grandes espaços intercelulares provocados pelo rompimento das 
paredes celulares (Figura 34). Foi verificada forte birrefringência dos frutanos (Figura 27) 
nos cortes visualizados sob luz polarizada. Os mesmos tiveram sua birrefringência diminuída 
nas concentrações de 0,3 (Figura 33) e 3 mmol L-1 de Cd (Figura 38).  
 Quando visualizada por microscopia eletrônica de varredura, a inulina apresentou 
formato globular, cujo tamanho e quantidade variam conforme sua localização: menor e 
menos no tecido cortical (Figura 39), e maior e mais no cilindro central (xilema, floema e 
medula), conforme mostra Figura 40. Ainda na região cortical, foi evidente a presença de 
frutanos não só no interior das células parenquimáticas, mas também nos espaços 
intercelulares (Figura 39). Com exceção da epiderme, os frutanos estão presentes em todos os 
tecidos da raiz tuberosa de C. chlorolepis.  
 A diminuição na quantidade e no tamanho dos glóbulos de frutanos foi evidente não 
na microscopia de luz e de polarização, mas também nos materiais analisados por meio de 
microscopia eletrônica de varredura. As figuras 41 - 44 mostram claramente as alterações na 
estrutura desses glóbulos provocadas pelo Cd, principalmente no tratamento com 3 mmol L-1, 
onde praticamente não foi observada sua presença (Figuras 43 e 44).  
 O conteúdo de frutano total, fruto-oligo e –polissacarídeos em miligrama por grama 
de massa seca (mg.g-1 MS) foi determinado por meio de dosagens com a antrona, sendo o 
resultado apresentado na Figura 45, onde observa-se a diminuição no conteúdo de frutano 
total, fruto-oligo e –polissacarídeos com o aumento das concentrações de Cd. 
 
Galianthe grandifolia E. L. Cabral - Rubiaceae 
As plantas de G. grandifolia, tratadas com as mesmas concentrações de Cd utilizadas 
para C. chlorolepis, permaneceram vivas por até 28 dias, morrendo a partir desse período. Ao 
contrário do que foi apresentado em C. chlorolepis, foi observado um aumento no 
crescimento da parte aérea quando comparado ao controle (Figura 46).  Comparando as 
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plantas do controle (Figuras 47 - 49), com as do tratamento (Figuras 50 - 56) com o Cd foi 
possível notar as alterações morfológicas ocasionadas pelo metal. Notou-se um alongamento 
dos entrenós das plantas nas concentrações 0,3 e 3 mmol L-1 de Cd (Figuras 51 e 54). Ainda 
na concentração 3 mmol L-1 de Cd foi verificado florescimento precoce (Figura 54) e 
epinastia nas folhas jovens (Figura 56).   
As folhas jovens (primeiro nó) de G. grandifolia, em secção transversal apresenta 
mesofilo formado por parênquima paliçádico e lacunoso, uma epiderme unisseriada (Figura 
57) com papilas (Figura 59). Os estômatos se localizam na face superior e inferior 
(anfiestomática), conforme salientado na figura 60.  
O Cd provocou alterações na epiderme das folhas, ocasionando papilas mais curtas 
(Figuras 59, 62, 65) na face adaxial. Foi observada grande quantidade de idioblastos com 
conteúdo fenólico, corados em verde pelo AT (Figuras 57, 58, 60, 61, 63 e 64). Esses 
idioblastos ficaram menos corados nos tratamentos com 0,3 e 3 mmol L-1de Cd (Figuras 60, 
61, 63 e 64).  
O sistema subterrâneo de G. grandifolia é constituído por um xilopódio, do qual 
partem várias raízes adventícias (Figura 66), é altamente gemífero (Figura 69) e acumula 
grande quantidade de amido (Figura 72). As gemas caulinares presentes no xilopódio são 
recobertas por vários catafilos (folhas modificadas) com grande quantidade de idioblastos 
com conteúdo fenólico (Figura 69).  
As gemas caulinares originadas no xilopódio das plantas tratadas com 0,3 (Figura 70) 
e 3 mmol L-1 (Figura 71) de Cd apresentaram alterações quanto a sua morfologia e anatomia 
quando comparadas as gemas das plantas do controle (Figura 69). Também foi notada uma 
aparente diminuição na quantidade de grãos de amido presentes no xilopódio (Figuras 72 - 
74, 76, 79 e 82). 
Os idioblastos com material fenólico aumentaram com as concentrações de Cd, o que 
pode ser observado principalmente nos cortes corados pelo AT (Figuras 75, 78 e 81). Esse 
aumento ocorreu especialmente próximo às gemas caulinares. O Cd provocou alterações na 
região central do xilopódio, principalmente nas células do xilema secundário (Figuras 77, 80 
e 83). 
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Teor de cádmio nas partes aéreas e subterrâneas  
Os teores de cádmio na parte aérea (Figura 84A) foram maiores que nas raízes (Figura 
84B) de Campuloclinium chlorolepis. Os valores obtidos foram da ordem de 7 a 20 mg Kg–1. 
Em Galianthe grandifolia, a quantidade de Cd acumulada na parte subterrânea (Figura 85B) 
foi muito maior que na parte aérea (Figura 85A) e os valores oscilaram entre 120 e 300 mg 
Kg–1. 
 
Discussão 
 
 A presença de Cd pode diminuir o crescimento, reduzir a taxa de fotossíntese e 
provocar alterações tanto enzimáticas quanto metabólicas (Gallego et al., 1996). Isto ocorre 
devido a alterações provocadas por esse metal nas funções dos estômatos, transporte de 
elétrons, ciclo de Calvin e desordens na estrutura dos grana e na síntese de clorofila (Barceló 
et al., 1988). O Cd também afeta a fosforilação oxidativa nas mitocôndrias (Kesseler & 
Brand, 1995; Obata & Umebayashi, 1997). Outro sintoma causado por este metal em plantas 
é a clorose, provocado pela competição de Cd com o Fe por sítios de absorção na membrana 
plasmática (Siedlecka & Krupa, 1999). Este processo também foi verificado por Kuboi et al. 
(1987) que ao aplicarem Cd em soja e rabanete observaram sintomas de clorose nas folhas 
destas plantas. Sua fitotoxicidade também desestrutura a molécula de clorofila, a qual é 
extremamente necessária para o funcionamento dos cloroplastos (Breckle & Kahle, 1992; 
Marschner, 1995).  
 Segundo Fontes & Sousa (1996), os sintomas de toxicidade ao cádmio começam com 
o surgimento de nervuras e pontuações avermelhadas nas folhas mais basais, com posterior 
epinastia, clorose e murchamento nas folhas mais jovens. Em C. chlorolepis e G. grandifolia, 
a toxicidade do Cd foi mais evidente na parte aérea e os principais sintomas foram clorose, 
murchamento, manchas e epinastia. A ocorrência desses sintomas pode estar relacionada com 
a deficiência múltipla de vários nutrientes essenciais à formação, multiplicação e 
funcionamento de cloroplastos e ao efeito fitotóxico do Cd na extensibilidade ou síntese de 
material de parede celular (Barceló e Poschenrieder, 1992 e Breckle & Kahle, 1992).  
  O Cd pode ser, preferencialmente, acumulado nos cloroplastos (Lagriffoul et al., 
1998) e inibir a fotossíntese em várias fases: fixação de CO2, condutância estomática, síntese 
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de clorofila, transporte de elétrons e atuar em enzimas do ciclo de Calvin (Ernest, 1980; 
Sheoran et al., 1990).  
 Contrariamente a outros metais pesados que são considerados nutrientes 
indispensáveis em quantidades residuais (Gadd et al., 1990), o cádmio não tem qualquer 
função fisiológica conhecida, sendo um metal não essencial (Adamis et al., 2004). Alguns 
dos efeitos tóxicos a ele atribuídos estão relacionados com a sua capacidade de induzir 
estresse oxidativo, uma vez que a sua presença no meio intracelular contribui para o 
acréscimo da concentração celular de espécies reativas de oxigênio (Sandalio et al., 2001; 
Winterbourn, 1982), que são altamente prejudiciais à morfo-fisiologia de componentes 
celulares como proteínas, DNA e lipídios, conduzindo a célula a um estado de estresse 
oxidativo (Sandalio et al., 2001; Wolff et al., 1986; Romero-Puertas et al., 1999). Alguns 
autores (Stochs e Bagchi, 1995; Vido et al., 2001) afirmam ainda que este metal pode 
substituir os íons de zinco e de ferro presentes em metaloenzimas, inativando-as e ainda 
provocando um aumento de íons de ferro livres, o que aumenta o estado de estresse oxidativo 
celular. No entanto, a maior toxicidade deste metal provém da sua elevada afinidade por 
compostos com grupos sulfidrila (SH), interferindo na atividade de enzimas importantes e 
prejudicando gravemente o metabolismo celular (Nies, 1992; Lagriffloul et. al., 1998; Bruins 
et al., 2000).  
 Visto que os efeitos deletérios ocasionados pelo cádmio nas plantas são vários, isso 
explica as principais alterações causadas principalmente nos cloroplastos e estômatos das 
espécies deste estudo.  
 Apesar da grande quantidade de informações disponíveis com relação ao estresse 
provocado pelo cádmio, ainda são poucas as informações relativas às alterações estruturais 
induzidas pela presença deste íon tóxico nas plantas.  
 Nossos resultados demonstraram que as espécies são diferentemente tolerantes às 
concentrações de cádmio a que foram submetidas. As plantas de C. chlorolepis suportaram 
por 14 dias as concentrações de 0,3 e 3 mmol L-1 de cádmio e, para essas mesmas 
concentrações, as plantas de G. grandifolia permaneceram vivas por até 28 dias. 
 As espécies vegetais, de modo geral, apresentam grande variação quanto à absorção 
de metais pesados, incluindo o Cd (Hart et al., 1998). As raízes, geralmente, constituem o 
principal órgão da planta envolvido na absorção e, portanto, quase sempre, as maiores 
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concentrações de metais pesados são também encontradas nesta parte da planta (Grant et al., 
1998). As gramíneas acumulam cerca de 65 a 90% do total de Cd nas raízes (Davies, 1980). 
Os resultados da análise do teor de Cd demonstraram grande capacidade de acúmulo de Cd 
apresentada por Galianthe grandifolia, que concentrou em seus tecidos 120,37 mg Kg–1 na 
parte aérea e 298,97 mg Kg–1 de Cd na parte subterrânea, representando 71% do teor total de 
Cd absorvido pela planta. Entretanto, a espécie Campuloclinium chlorolepis apresentou 
concentrações maiores na parte aérea do que nas raízes. 
 Os dados sugerem diferentes mecanismos de translocação do metal da parte 
subterrânea para a parte aérea, confirmando resultados obtidos por outros trabalhos, ora 
indicando maior acúmulo de metal na parte aérea (K-Pendias & Pendias, 1984), ora 
indicando a parte subterrânea como a preferencial (Oliveira et al., 2001; Silva et al., 2007). O 
conhecimento dessa característica pode ser de extrema valia na escolha das espécies a serem 
utilizadas em processo de fitorremediação. 
Segundo Baker (1987), plantas tolerantes e que acumulam grandes quantidades de 
metais em seus tecidos são designadas hiperacumuladoras, por apresentarem concentrações 
superiores a 100 mg kg-1 de Cd na matéria seca, como ocorre com Thlaspi caerulescens, cuja 
concentração de Cd acumulada nos tecidos da parte aérea é de 175 mg kg-1 (Cunningham & 
Ow, 1996). Desse modo, Galianthe grandifolia pode ser considerada hiperacumuladora de 
cádmio, pois o valor acumulado em seus tecidos foi superior a 100 mg kg-1. São raras as 
espécies hiperacumuladoras de cádmio, com registro apenas de Brassica sp. (Salt et al., 
1995) e Thlaspi caerulescens (Cunningham & Ow, 1996), ambas pertencentes a família 
Brassicaceae.  
Carneiro et al. (2002), avaliaram 31 espécies herbáceas, visando selecioná-las para 
emprego em programas de fitorremediação, e foi observado que o gênero Pfaffia sp. 
(Amaranthaceae) se mostrou bastante tolerante ao excesso de metais pesados no solo. Além 
disso, o emprego do gênero Pfaffia apresenta grande potencial devido à sua capacidade de 
acúmulo de metais na parte aérea, com teores de até 133 e 272 mg kg-1 de Cd e Zn, 
respectivamente.  
 A fitorremediação foi definida como sendo o uso de plantas para remover, conter, 
transferir, estabilizar ou tornar inofensivos os contaminantes, incluindo compostos orgânicos 
e metais tóxicos de ambientes contaminados (Raskin & Ensley, 2000).  Essa técnica é 
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considerada uma forma de limpeza dos solos, águas e sedimentos, efetiva e de baixo custo 
para áreas moderadamente contaminadas (Weis & Weis, 2003). A escolha de espécies de 
plantas capazes de revegetar áreas contaminadas é o primeiro passo para o sucesso da 
recuperação do solo (Carneiro et. al., 2002). Portanto, um dos requisitos básicos para o 
sucesso de qualquer técnica de revegetação é encontrar plantas tolerantes aos contaminantes. 
Estudo sobre a viabilidade de espécies arbóreas para a reabilitação de áreas contaminadas por 
metais pesados tem merecido destaque por causa da maior imobilização dos metais na 
biomassa vegetal por períodos mais longos (Eltrop et al., 1991). No entanto, existem 
evidências de que as plantas herbáceas possuem maior tolerância ao excesso de metais no 
solo do que as arbóreas (Baker, 1987). 
 Num projeto visando fitorremediação seria de extrema importância o uso de espécies 
herbáceas para uma primeira e mais rápida descontaminação, seguindo-se o uso de plantas 
perenes e com crescimento mais lento, evitando dessa forma a lixiviação do solo e a 
transferência dos contaminantes para o lençol freático.  
 A tolerância das plantas aos íons de metais pesados pode ser obtida por um 
mecanismo em que o metal é evitado, o que inclui sua imobilização nas raízes e na parede 
celular. A tolerância aos metais pesados está baseada no seqüestro dos íons dos metais nos 
vacúolos, sua interação com ligantes apropriados como os ácidos orgânicos, proteínas e 
peptídeos, e na presença de enzimas que podem funcionar a altos níveis de íons metálicos 
(Garbisu & Alkorta, 2001). De acordo com seu mecanismo de tolerância, as plantas podem 
ser: exclusoras, quando a concentração do metal absorvido é mantida constante até que seja 
atingido o nível crítico no substrato; indicadoras, quando ocorre absorção passiva e as 
concentrações internas refletem os teores externos; e acumuladoras, que são capazes de 
manter níveis internos mais elevados que do substrato de cultivo (Accioly & Siqueira, 2000; 
Marques et al., 2000; Simão & Siqueira, 2001). As plantas acumuladoras são próprias para 
fitoextração e exclusoras para fitoestabilização (Accioly & Siqueira, 2000).  
 Dentre os vários mecanismos de desintoxicação da planta ao cádmio, destacam-se as 
metalotioninas (MTs) e as fitoquelatinas (PCs). As MTs e as PCs formam complexos com os 
íons metálicos tóxicos e possuem o mais notável mecanismo de seqüestro de metais, podendo 
proteger as plantas de seus efeitos tóxicos e ajudar na sua acumulação (Meagher, 2000). 
Existem espécies vegetais tolerantes, capazes de acumular altas concentrações de metal 
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tóxico (acima de 1% da matéria seca) pela formação de fitoquelatinas, que irão seqüestrar os 
íons metálicos, evitando concentrações críticas de metais nas células (Mohr & Schopfer, 
1995). Espécies como Nicotiana tabacum, Pisum sativum e Mimulus guttatus são tolerantes 
ao Cd, pois sintetizam metalotioneínas (Araujo, 2000). 
A maioria das plantas fitorremediadoras conhecidas são de clima temperado (Accioly 
& Siqueira, 2000), como é o caso de Thlaspi caerulescens e Raphanus sativus para Cd 
(Garbisu & Alkorta, 2001).  
Baseando-se nos resultados do presente trabalho, ambas as espécies são interessantes 
para processos de revegetação de solos contaminados pelo Cd. Campuloclinium chlorolepis 
acumula três vezes mais Cd em sua parte aérea do que nas raízes, comportamento desejável 
para uma planta extratora de metal do solo. Tal característica pode ser aproveitada no corte 
desta parte aérea para a retirada do Cd da cadeia alimentar. Galianthe grandifolia pode ser 
ainda mais promissora, pois é hiperacumuladora do metal e, a despeito de sua translocação 
ter características inversas com relação à outra espécie analisada, acumula mais de 120 mg 
kg-1 do metal na sua parte aérea e quase  três vezes mais na parte subterrânea. 
Assim, os resultados obtidos podem contribuir significamente para os estudos visando 
à escolha de espécies a serem utilizadas em programas de revegetação e fitorremediação. 
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Tabela 1: Característica química do solo realizado no experimento da 
espécie Campuloclinium chlorolepis Baker (Asteraceae). 
 
M.O.=matéria orgânica, S.B.=soma das bases, V%=saturação por bases, 
C.T.C.=capacidade de troca catiônica. 
 
 
 Parâmetro Tratamentos 
 Controle 0,3 mmol L-1 
de Cd 
  3 mmol L-1   
de Cd 
M.O. (g/dm3) 25 26 25 
pH 4,2 4 4,2 
P (mg/dm3) 7 6 6 
K (mmolc/dm3) 0,9 0,8 0,7 
Ca (mmolc/dm3) 9 6 7 
Mg (mmolc/ dm3) 2 1 2 
Al (mmolc/ dm3) 4 6 4 
H+Al (mmolc/ dm3) 42 47 42 
S.B. (mmolc/ dm3) 11,9 7,8 9,7 
C.T.C. (mmolc/ dm3) 54,2 54,8 52 
V%  22 14 19 
B (mg/ dm3) 0,21 0,2 0,19 
Cu (mg/ dm3) 0,4 0,4 0,4 
Fe (mg/ dm3) 69 70 79 
Mn (mg/ dm3) 8,2 8,3 7,3 
Zn (mg/ dm3) 0,7 0,6 0,6 
Cd (mg/ dm3) 0,02 2,78 59,22 
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Figuras 1 - 9. Campuloclinium chlorolepis Baker (Asteraceae). 1 - 3. Planta Controle. 4 - 6. 
Planta tratada com 0,3 mmol L-1 de Cd. 7 - 9. Planta tratada com 3 mmol L-1 de Cd. 1, 4 e 
7. Início do experimento. 2, 5 e 8. Final do experimento, após 14 dias de tratamento. 6 e 
9. Alterações provocadas pelo Cd, clorose, murchamento, assimetria e manchas na região 
apical, principalmente nas folhas medianas e distais. B = folhas da região basal, M = 
folhas medianas e D = Folhas distais. 
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Figura 10. Taxa de crescimento de plantas de Campuloclinium chlorolepis tratadas com 
cádmio. Os valores indicam a média de sete repetições para cada tratamento.  
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Figuras 11 - 19. Cortes transversais de folhas de Campuloclinium chlorolepis Baker 
(Asteraceae). 11 - 13. Plantas controle, epiderme (Ep) com presença de vários tricomas 
glandulares bilobados (setas), conteúdo celular densamente corado pelo AT (11 e 12) e 
XP (13). 14 - 16. Plantas tratadas com 0,3 mmol L-1 de Cd com o conteúdo celular menos 
corado pelo AT (14 e 15) e XP (16) quando comparado ao controle. 17 - 19. Plantas 
tratadas com 3 mmol L-1 de Cd, conteúdo celular pouco corado pelo AT (17 e 18) e XP 
(19). Notar a diminuição dos tricomas, deformações das paredes celulares, alterações nas 
células estomáticas (E) e núcleos compactados e picnóticos (N). Barras = 25 µm. 
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Figuras 20 - 23. Sistema subterrâneo de Campuloclinium chlorolepis Baker (Asteraceae). 20. 
Planta controle. 21. Planta tratada com 0,3 mmol L-1 Cd. 22. Planta tratada com 3 mmol 
L-1 de Cd. 23. Gema caulinar (G) originada no sistema subterrâneo de planta controle. 
Corante Azul de Toluidina pH 4,0. Barra 23 = 200 µm. 
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Figuras 24 - 38. Cortes transversais de raízes tuberosas de Campuloclinium chlorolepis 
Baker (Asteraceae). 24 - 28. Planta controle. 29 - 33. Planta tratada com 0,3 mmol L-1 de 
Cd. 34 - 38. Planta tratada com 3 mmol L-1 de Cd. 34. Notar células com coloração 
arroxeada (*) e grandes espaços intercelulares (cabeça de seta). 24, 29, 34 = Azul de 
Toluidina pH 4,0. 25, 30, 35 = Xylidine Ponceau pH 2,5. 26, 27, 31, 32, 36, 37 = Método 
do PAS. 28, 33, 38 = Polarização. EP=epiderme, PC=parênquima cortical, X=xilema 
primário, F=floema primário, M=medula, E=endoderme, Glóbulos e esfero-cristais de 
frutanos (setas) e N=núcleo com “tabiques” citoplasmáticos. Barras: 24, 26, 29, 31, 34, 
36 = 200 µm. 25, 28, 30, 33, 35, 38 = 25 µm. 27, 32, 37 = 50 µm.  
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Figuras 39 - 44. Cortes transversais de raízes tuberosas de Campuloclinium chlorolepis 
Baker – Asteraceae analisados ao microscópio eletrônico de varredura. 39 e 40. Planta 
controle. 41 e 42. Planta tratada com 0,3 mmol L-1 de Cd. 43 e 44. Planta tratada com 3 
mmol L-1 de Cd. 39. Região cortical da raiz tuberosa: com presença de frutanos no 
interior das células parenquimáticas e nos espaços intercelulares (setas). 40. Cilindro 
central da raiz onde se observa maior quantidade de frutanos, principalmente na medula 
(seta). 41. Células parenquimáticas da região cortical da raiz, presença de menos frutanos 
(setas). 42. Cilindro central da raiz com menos frutanos em relação à raiz controle. 43 e 
44. Ausência de frutanos, tanto na região cortical (43) quanto no cilindro central da raiz 
(44).  
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Figura 45. Conteúdo de frutano total, fruto-oligo e –polissacarídeos em raízes de C. 
Chlorolepis tratadas com diferentes concentrações de cádmio. Os valores indicam a 
média de duas amostras para cada tratamento e as barras indicam o erro padrão.  
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Figura 46. Taxa de crescimento de Galianthe grandifolia submetida ao Cádmio. Os valores 
indicam a média de cinco repetições para cada tratamento.   
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Figuras 47 - 56. Galianthe grandifolia E. L. Cabral (Rubiaceae). 47 - 19. Planta Controle. 50 
- 52. Planta tratada com 0,3 mM de Cd. 53 - 56. Planta tratada com 3mM de Cd. 47, 50 e 
53. Início do experimento. 48, 51 e 54. Final do experimento, após 28 dias de tratamento. 
51 e 54. Alongamento dos entrenós (setas) e florescimento precoce (detalhe no círculo). 
56. Epinastia. 
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Figuras 57 - 65. Cortes transversais de folhas de Galianthe grandifolia E. L. Cabral 
(Rubiaceae) coradas pelo azul de toluidina (AT) pH 4,0 (Fig. 57 - 58, 60 - 61 e 63 - 64) 
ou pelo método do PAS (Fig. 58, 62 e 65). 57 - 59. Planta Controle. 60 - 62. Planta após 
tratamento com 0,3 mmol L-1 de Cd. 63 - 65. Planta após tratamento com 3 mmol L-1 de 
Cd. Notar a redução das papilas da epiderme (setas). Eps = epiderme da face superior, 
Epi = epiderme da face inferior, pp = parênquima paliçádico, pl = parênquima lacunoso, 
fv = feixe vascular, e = estômatos, cf = composto fenólico. Barras: 57 - 65 (50 µm).  
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Figuras 66 - 74. Galianthe grandifolia E. L. Cabral (Rubiaceae). 66 - 68. Vista geral do 
sistema, xilopódio (x) e raízes adventícias (ra) com presença de gemas caulinares (G). 
66, 69, 72 Planta controle. 67, 70, 73. Planta tratada com 0,3 mM Cd. 68, 71, 74. Planta 
tratada com 3 mM Cd. 69 - 71. Gemas caulinares (G) recobertas por catafilos (c), notar 
a grande quantidade de compostos fenólicos (corados em verde escuro) na região 
periférica da gema. 72 - 74. Presença de amido (A) no xilopódio. Colorações: 69 e 70 = 
Azul de toluidina, 71 = Xylidine Ponceau, 72 = Lugol, 73 e 74 = PAS. Barras = 69 (300 
µm); 70, 71 (250 µm) e 72 - 74  (50 µm). 
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Figuras 75 - 83. Galianthe grandifolia E. L. Cabral (Rubiaceae) parte subterrânea 
(xilopódio). 75 - 77. Planta Controle. 78 - 80. Planta tratada com 0,3 mM de Cd. 81 - 
83. Planta tratada com 3mM de Cd. 75, 78, 81. Idioblasto com conteúdo fenólico (cf). 
76, 79, 82. Amido no xilopódio. 77, 80, 83. Detalhe do xilema secundário do xilopódio.  
cf = composto fenólico. Barras: 75, 77, 78, 80, 81, 83 (50 µm); 76, 79, 82 (200 µm).  
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Figura 84. Teor de cádmio na parte aérea (A) e parte subterrânea (B) de plantas de 
Campuloclinium chlorolepis Baker (Asteraceae) submetidas a diferentes concentrações 
de cádmio. 
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Figura 85. Teor de cádmio na parte aérea (A) e parte subterrânea (B) de plantas de 
Galianthe grandifolia E. L. Cabral (Rubiaceae) submetidas a diferentes concentrações 
de cádmio. 
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CO-OCORRÊNCIA DE FUNGOS MICORRÍZICOS ARBUSCULARES 
E FUNGOS ENDOFÍTICOS “DARK SEPTATE” EM DUAS ESPÉCIES 
NATIVAS DO CERRADO 
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Cep 13083-970, Universidade Estadual de Campinas - UNICAMP, Campinas, São Paulo, Brasil 
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Resumo: Os FMAs associam-se às raízes das plantas e propiciam maior capacidade de 
sobrevivência e desenvolvimento das plantas em condições adversas, como em solos de 
baixa fertilidade. Neste trabalho relata-se a ocorrência de fungos micorrízicos arbusculares 
(FMAs) e fungos endofíticos “Dark Septate” (DSEF) em Campuloclinium clorolepis Baker e 
Galianthe grandifolia Cabral, ambas as espécies nativas do cerrado. C. chlorolepis é uma 
espécie herbácea cujo sistema subterrâneo consiste de raízes tuberosas que acumulam grande 
quantidade de frutanos do tipo inulina. G. grandifolia é subarbustiva e seu sistema 
subterrâneo é constituído por um xilopódio, cuja principal reserva é amido. As espécies 
foram coletadas no cerrado Graúna, município de Itirapina, no Estado de São Paulo, sob um 
Latossolo Vermelho-Amarelo Distrófico típico, A moderado, textura média e álico. A 
colonização micorrízica nas raízes foi de 97% em C. chlorolepis e 58% em G. grandifolia. 
Foram encontrados 156 esporos de FMAs em 50 ml de solo da camada superficial, sendo 
identificados, principalmente, esporos dos gêneros Gigaspora e Acaulospora.  
 
Introdução 
 
A micorriza é uma associação simbiótica estabelecida entre fungos específicos do 
solo e raízes de plantas. O efeito mais importante que as micorrizas produzem nas plantas é o 
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aumento da absorção de nutrientes, principalmente fósforo (Siqueira & Franco, 1988; Perry 
& Amaranthus, 1990; Bressan et. al., 2001; Matos et. al., 2002; Freitas et. al., 2006; Rocha et 
al., 2006).  
Existem, no entanto, outros efeitos produzidos pela micorrização, tais como o 
aumento da resistência ao estresse hídrico (Gomes & Paiva, 2004), tolerância a metais 
pesados (Leyval et al., 1997), resistência a determinados agentes patogênicos do solo 
(Quarles, 1999). 
O benefício da associação para a planta surge do aumento, em centenas a milhares de 
vezes, da extensão da superfície de absorção das raízes, enquanto que em troca o fungo é 
subsidiado por compostos fotossintetizados (Morton & Redecker, 2001 e Herrman et al.; 
2004).  
Vários trabalhos demostraram uma co-ocorrência de fungos endofíticos “Dark 
Septate” (DSEF) e fungos micorrízicos arbusculares (FMAs), micorrizas de orquídeas, 
micorrizas ericoidal e ectomicorrizas (Nogueira et al., 2005, Kai & Zhiwei, 2006; Menoyo et 
al., 2007; Olsruda et al., 2007 e Wagg et al., 2008).  
A ocorrência dos DSEFs tem sido reportada em várias regiões do mundo, 
principalmente em regiões árticas, alpinas, antárticas e ambientes de clima temperado, no 
entanto, praticamente inexistem trabalhos em regiões boreais e em ambientes tropicais 
(Mandyam & Jumpponem, 2005). 
A função dos DSEFs ainda é bastante discutida, podendo agir como patogênicos, 
saprófitos ou desempenharem associações mutualísticas similares às micorrizas (Li et al., 
2005). 
Assim, este trabalho tem como objetivo descrever as principais estruturas dos fungos 
micorrízicos arbusculares e fungos endofíticos Dark Septate presentes nas raízes de 
Campuloclinium chlorolepis Baker e Galianthe grandifolia Cabral, espécies nativas do 
cerrado brasileiro. 
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Material e Métodos 
 
Local de coleta 
As espécies de plantas foram coletadas no cerrado Graúna, município de Itirapina, no 
Estado de São Paulo, sob um Latossolo Vermelho-Amarelo Distrófico típico, A moderado, 
textura média e álico. Este cerrado apresenta várias fitofisionomias, como campo limpo, 
campo sujo e campos cerrados. A área de coleta está localizada nas coordenadas: 22º15’46’’ 
S e 47º47’58’’ W (Vilhalva & Appezzato-da-Glória, 2006). 
O material testemunha está depositado no Herbário da Universidade Estadual de 
Campinas (UEC), sob os seguintes registros: UEC 146771; UEC 146772, UEC 146773, UEC 
146779, UEC 146780 e UEC 146781.  
 
Microscopia de luz 
 As raízes foram fixadas em FAA70. Após a fixação, os materiais foram emblocados 
em historesina e processados para a microscopia de luz. Os cortes foram submetidos às 
seguintes técnicas citoquímicas: Azul de Toluidina em tampão Mcllvaine, pH 4,0 (AT) para a 
visualização dos radicais aniônicos totais (Vidal, 1977) e Xylidine Ponceau pH 2,5 (XP) para 
detectar radicais catiônicos totais (Vidal, 1970).  
 
Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 
Para análise de Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV), parte das amostras foi 
fixada em Solução de Karnovsky (Karnovsky, 1965), modificado pelo uso de tampão 
cacodilato e após a fixação, os materiais foram lavados em tampão cacodilato de sódio e em 
seguida pós-fixados em tetróxido de ósmio 1% por 3 horas. As amostras foram então 
desidratadas em série etílica, secas em aparelho de ponto crítico do CO2, e posteriormente 
submetidas ao banho de ouro. As observações foram realizadas no Laboratório de 
Microscopia eletrônica do Instituto de Biologia da Unicamp, em microscópio eletrônico de 
varredura Jeol JSM-5800 LV, a 10kV, acoplado a sistema de captura de imagem.  
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Colonização micorrízica  
Para a observação das micorrizas, as raízes foram colocadas em KOH 10% por 10 
minutos, em seguida em HCl 2% por 3 horas e depois, foram coradas com Azul de tripano. 
Para Galianthe grandifolia, as raízes foram clarificadas com H2O2.  As raízes foram cortadas 
em fragmentos de aproximadamente um centímetro e montados em glicerina acidificada 
(Phillips & Hayman, 1970).   
A colonização micorrízica foi determinada pelo método da lâmina. Nesse método 
segmentos de raízes de aproximadamente 1 cm de uma amostra corada com o Azul de 
tripano foram selecionados ao acaso e montados paralelamente em uma lâmina em grupos de 
5, num total de 10 lâminas para cada tratamento. A observação das lâminas em microscópio 
óptico para a contagem da presença e ausência de estruturas de FMAs foi realizada com a 
objetiva de 10x. O resultado está expresso em porcentagem de raízes colonizadas, como 
descrito em Colozzi-Filho & Balota (1994). 
 As fotomicrografias foram obtidas em microscópio “Olympus CX21”, com a 
utilização de máquina digital “Sony Cyber Shot W7”. As escalas foram obtidas através da 
projeção de lâmina micrométrica nas mesmas condições ópticas utilizadas para as ilustrações. 
  
Contagem e identificação de esporos de FMAs no solo 
O número de esporos de FMA foi determinado por contagem, depois do peneiramento 
úmido de 50 ml de solo (Gerderman & Nicolson, 1963) e centrifugação (1000g) em solução 
de sacarose a 70% (Jenkins, 1964). Os esporos extraídos foram contados em placas de petri 
canaletadas sob lupa (Zeiss - 40x). Amostras de esporos foram montadas com água sem 
nenhuma coloração em lâminas de microscopia para documentação fotográfica e posterior 
identificação.  
Os esporos foram identificados pelo especialista em FMAs Dr. Sidney Sturmer. 
 
Análise química do solo  
 O solo do Cerrado foi coletado e analisado quimicamente no laboratório de Análise 
de Solo e de Plantas do Centro de Solos e Recursos Ambientais do Instituto Agronômico 
(IAC), conforme mostra a Tabela 1.    
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Resultados 
 
C. chlorolepis é uma espécie herbácea cujo sistema subterrâneo é formado por raízes 
tuberosas (Figuras 1 e 2) que acumulam grande quantidade de frutanos do tipo inulina 
(Figuras 3 e 4). G. grandifolia, também é uma herbácea (Figura 9), mas com sistema 
subterrâneo constituído por um xilopódio (Figura 10), de estrutura rija e escura, apresentando 
grande quantidade de compostos fenólicos e com reserva de amido (Figura 14).  No geral, as 
raízes de C. chlorolepis ficaram melhores diafanizadas que em G. grandifolia, mesmo após a 
técnica de clareamento das raízes aplicada sobre esta última (Figura 11). 
Nas duas espécies foi possível observar várias estruturas de FMAs, tais como os 
esporos nas proximidades dos pelos radiculares da raiz de C. chlorolepis, mostrados na 
Figura 5. Várias hifas, como as que constituem o micélio externo (Figura 6), e as que 
penetram no tecido cortical das raízes (Figuras 11-13). No caso de G. grandifolia foi possível 
visualizar o ponto de infecção das hifas pela epiderme da raiz (Figura 17). Foram também 
observados arbuscúlos em C. chlorolepis (Figura 7), e em G. grandifolia (Figuras 15-16), 
bem como vesículas (Figuras 8 e 18) no parênquima cortical das raízes das duas espécies. Os 
FMAs estavam presentes nas raízes adventícias e ausentes no xilopódio de G. grandifolia, 
mas em C. chlorolepis estavam presentes em todas as raízes, inclusive nas mais espessas 
(cerca de 2-4 mm). 
A colonização micorrízica foi de 97% em C. chlorolepis e 58% em G. grandifolia. 
Foram encontrados 156 esporos em 50 ml de solo da camada superficial, sendo identificados, 
principalmente, esporos dos gêneros Gigaspora e Acaulospora (Figuras 19 e 20).  
Os fungos endofíticos “Dark Septate” (DSEF) foram detectados nas raízes das duas 
espécies, sendo em C. chlorolepis mais freqüente que em G. grandifolia. Diferentemente dos 
FMAs, as hifas do DSEF geralmente eram septadas e escuras (Figuras 21 e 22), coloração 
marrom ou às vezes hialina (Figura 26) após a coloração com o Azul de tripano. 
Microesclerócitos foram visualizados no córtex das duas espécies (Figuras 23 e 25). Várias 
microfibras, denominadas aqui por “fibrilas” apareceram na região cortical das raízes de C. 
chlorolepis; essas estruturas foram coradas pelo azul de tripano, como mostra a Figura 24. 
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Discussão 
 
A ocorrência de fungos micorrízicos em condições naturais é freqüente, tendo sido 
observada desde as regiões árticas até os trópicos, colonizando raízes de plantas nativas e 
cultivadas, anuais e perenes (Miranda & Miranda, 1997 e Siqueira et al., 1987). Acredita-se 
que 97% das Fanerógamas formam algum tipo de micorriza em suas raízes (Moreira & 
Siqueira, 2006). 
Os fungos micorrízicos arbusculares promovem um incremento significativo da área 
de absorção radicular das plantas colonizadas, maximizando o aproveitamento de água e 
nutrientes, como o fósforo (P), o nitrogênio (N), o potássio (K), e alguns micronutrientes, 
principalmente Cu e Zn (Molina & Trappe, 1984; Smith & Read, 1997; Glowa et al., 2003). 
Além disso, propiciam melhor resistência ao estresse hídrico, às temperaturas elevadas, à 
acidez e maior tolerância a condições de toxicidade do solo causada pela presença de excesso 
de Al e de metais pesados e também a proteção do sistema radicular contra patógenos (Marx 
& Cordell, 1989; Smith & Read, 1997). Com isso, contribuem para o estabelecimento e 
desenvolvimento das plantas, mesmo em solos com baixos teores de nutrientes ou 
degradados (Mark & Cordell, 1989), como os que ocorrem em áreas de cerrado. 
De acordo com Silveira (1998) e Siqueira & Franco (1988), a germinação dos esporos 
é influenciada pelo pH do meio e pode variar entre os gêneros de FMAs, sendo que os 
gêneros Gigaspora e Acaulospora preferem pH entre 4,0 e 6,0, enquanto que Glomus entre 
6,0 e 8,0. Essas informações corroboram com os dados apresentados nesse trabalho, pois os 
gêneros predominantes identificados no solo cujo pH foi de 4,2 foram os Gigaspora e 
Acaulospora.  
Várias espécies herbáceas investem em compostos fotoassimilados, água e nutrientes 
para a formação de órgãos subterrâneos de resistência à seca, como é o caso das espécies 
estudadas, sendo que G. grandifolia apresenta grande quantidade de amido no xilopódio e C. 
chlorolepis acumula frutanos do tipo inulina nas raízes tuberosas. A formação de micorrizas 
proporciona maior área de contato com o solo, podendo ser decisiva no estabelecimento e 
crescimento dessas herbáceas por aumentar a disponibilidade de nutrientes e água 
fundamentais na geração e transporte de compostos fotoassimilados. A freqüência da 
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colonização micorrízica nas duas espécies variou de mediana a muito alta, sugerindo sua 
importância no cerrado.  
Segundo Hayman (19780 e Mosse (1981 apud Miranda & Miranda, 1997), a 
micorriza arbuscular resulta da colonização das raízes finas e absorventes das plantas pelos 
fungos micorrízicos arbusculares, sem alteração morfológica visível a olho nu. A presença da 
associação é detectada por observações microscópicas de raízes clarificadas e coradas em 
corantes especiais. Vários aspectos referentes à metodologia e taxonomia dos FMA podem 
ser encontrados na página do INVAM (http://invam.caf.wvu.edu). Entretanto, neste trabalho 
para C. chlorolepis foi constatada a colonização por micorriza tanto nas raízes finas e 
absorventes quanto nas raízes mais espessas (tuberosas).  
Ambas as espécies estudadas tiveram as raízes colonizadas por fungo endofítico 
“Dark Septate” (DSEF), evidenciado pela presença de microesclerócitos e hifas típicas 
septadas e de coloração marrom ou hialinas (Barrow, 2003). Essa é uma característica muito 
importante para distinguir as hifas fúngicas presentes nas raízes, pois os FMAs são 
caracterizados por apresentarem hifas asseptadas (Miranda & Miranda, 1997). Estruturas 
semelhantes, tais como hifas pigmentadas (melanizadas), hialinas e fibrilas foram observadas 
por Barrow (2003) em espécies de Bouteloua (Poaceae).  
Os benefícios da ocorrência de DSEF à planta hospedeira ainda não são totalmente 
conhecido, mas já existem estudos mostrando que eles podem apresentar uma associação 
mutualística semelhante às micorrizas (Li et al., 2005), principalmente com relação à 
absorção de P (Barrow & Osuna, 2002) e a proteção contra herbívoros e patógenos (Clay, 
2001 e Narisawa et al., 2004); Mandyam & Jumpponem (2005), acreditam que os DSEFs 
complementam as funções dos FMA. 
 Embora existam opiniões conflitantes quanto à denominação adequada dessa 
associação, micorrízica ou não, os DSEF quando presentes coexistem com FMAs nas 
espécies estudadas, como já observado em outras plantas (Urcelay et. al., 2005). Esta 
proximidade confirma a existência de íntima relação entre tais fungos, seja de cooperação ou 
de competição. As estruturas dos DSEF continuaram com coloração marrom claro mesmo 
após a reação com azul de tripano, o que segundo Barrow & Aaltonen (2001) é explicado 
pela baixa concentração de quitina nas paredes fúngicas. Assim, não foi possível determinar 
a porcentagem da sua colonização nas raízes das espécies aqui estudadas. A função dos 
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FMAs é amplamente conhecida na literatura, no entanto a dos DSEF ainda não está 
totalmente esclarecida, necessitando de mais estudos para elucidar o verdadeiro papel por 
eles desempenhado. 
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Tabela 1: Característica química do solo coletado no Cerrado 
Graúna, município de Itirapina, estado de São Paulo. 
 
 Parâmetro Valores 
M.O. (g/dm3) 25 
pH 4,2 
P (mg/ dm3) 7 
K (mmolc/ dm3) 0,9 
Ca (mmolc/ dm3) 9 
Mg (mmolc/ dm3) 2 
Al (mmolc/ dm3) 4 
H+Al (mmolc/ dm3) 42 
S.B. (mmolc/ dm3) 11,9 
C.T.C. (mmolc/ dm3) 54,2 
V%  22 
B (mg/ dm3) 0,21 
Cu (mg/ dm3) 0,4 
Fe (mg/ dm3) 69 
Mn (mg/ dm3) 8,2 
Zn (mg/ dm3) 0,7 
Cd (mg/ dm3) 0,02 
M.O.=matéria orgânica, S.B.=soma das 
bases, V%=saturação por bases, 
C.T.C.=capacidade de troca catiônica. 
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Figuras 1 - 8. Campuloclinium chlorolepis Baker (Asteraceae). 1 - 2. Vista geral do sistema 
subterrâneo (raízes tuberosas).  3 - 4. Cortes transversais da raiz tuberosa, presença de 
frutanos do tipo inulina. 5 - 8. Estruturas de FMA, esporos (5), hifas (6), arbúsculo (7) e 
vesícula (8). Barras = 3 (200 µm); 5, 7 e 8 (25 µm) e 6 (100 µm). 
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Figuras 9 - 18. Galianthe grandifolia Cabral (Rubiaceae). 9. Vista da parte aérea da espécie 
no cerrado. 10. Vista geral do sistema subterrâneo, evidenciando o xilopódio e raízes 
adventícias.  11 - 12. Região cortical da raiz adventícia colonizada por FMAs. 13. Hifas 
de FMAs. 14. Amido no xilopódio. 15 - 16. Hifas de FMAs com arbúsculos (seta). 17. 
Ponto de entrada da hifa de FMA, visualizado em MEV. 18. Hifa com vesículas. Barras = 
10 (2 cm), 11 e 12 (200 µm), 13 - 16 e 18 (25 µm). 
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Figura 19. Esporo de Acaulospora sp. 20. Esporo de Gigaspora sp. 21 - 24. Região cortical 
da raiz de C. chlorolepis. Hifas pigmentadas (setas), microesclerócitos (*) e fibrilas (F) 
de DSEFs. 25 - 26. Região cortical de G. grandifolia. Microesclerócitos (*) e hifas 
hialinas (setas) de DSEFs. Arbuscúlos de FMA (A). Barras = 19 (100 µm) e 20-26 (50 
µm). 
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Resumo 
 Campuloclinium chlorolepis, Asteraceae, é uma espécie herbácea, que ocorre em 
áreas de cerrado, cujo sistema subterrâneo é formado por raízes tuberosas, formadoras de 
gemas caulinares (raízes gemíferas) e acumuladoras de frutanos. As plantas foram coletadas 
no cerrado Graúna, município de Itirapina, no estado de São Paulo. Com exceção da 
epiderme, os frutanos do tipo inulina estão presentes em todos os tecidos da raiz tuberosa de 
C. chlorolepis, sendo detectados por meio de testes citoquímicos e por microscopia eletrônica 
de varredura. Quando visualizados por microscopia eletrônica de varredura a inulina 
apresenta-se com formato globular, cujo tamanho varia conforme sua localização, sendo 
menor no tecido cortical, e maior no cilindro central. 
 
Introdução 
 
Os frutanos são reconhecidos como uma classe de carboidratos vegetais há 
aproximadamente 200 anos e, depois do amido e da sacarose, são os de maior ocorrência em 
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plantas, sobretudo as que pertencem às famílias Asteraceae e Poaceae (Hendry & Wallace, 
1993).  
Frutanos do tipo inulina já foram encontrados em diversos órgãos subterrâneos 
espessados, como raízes tuberosas, rizóforos, tubérculos e bulbos principalmente em espécies 
de Asteraceae (Figueiredo-Ribeiro et al., 1986). Eles podem também ser encontrados em 
menor quantidade em caules, folhas, inflorescências, frutos e sementes (Meier & Reid, 1982; 
Figueiredo-Ribeiro et al., 1992; Muir et al., 2007).    
A inulina é um polissacarídeo composto por uma cadeia linear de unidades de frutose 
β-2,1 ligadas, contendo uma molécula de sacarose no final da cadeia e é acumulada como 
carboidrato de reserva nos órgãos subterrâneos de muitas espécies do Cerrado (Figueiredo-
Ribeiro et al., 1986). 
Além da função de reserva, os frutanos conferem às plantas resistência à seca ou 
tolerância ao frio (Hendry, 1993; Livingston & Henson, 1998; Pilon-Smits et al., 1995, 1999, 
Van den Ende et al., 2000) possivelmente por serem compostos osmoticamente ativos. 
Entretanto, os mecanismos pelos quais os frutanos desempenhariam tais papéis ainda não 
foram completamente elucidados. 
Do ponto de vista econômico, frutanos do tipo inulina são usados comercialmente 
para fins alimentícios e medicinais. A inulina é usada na fabricação de xaropes de frutose e 
para produção de inulo-oligossacarídeos, os quais, devido às suas propriedades funcionais, 
exercem uma grande variedade de benefícios à saúde humana e de animais. Dentre suas 
propriedades, destaca-se que esses oligossacarídeos possuem baixo valor calórico, são 
utilizados efetivamente por bactérias intestinais, reduzem as taxas sanguíneas de colesterol e 
aliviam a constipação intestinal (Hirayama et al., 1993; Bornet, 1994).  
Visando a ampliar os conhecimentos anatômicos e ultra-estruturais dos frutanos, o 
presente trabalho teve como objetivos realizar uma análise desses compostos nas raízes de 
Campuloclinium chlorolepis Baker, evidenciando os tecidos em que ocorre o acúmulo dos 
mesmos através de testes citoquímicos e uso de microscopia de luz comum, polarização e de 
eletrônica de varredura. 
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Material e Métodos 
 
Local de coleta 
 Plantas de Campuloclinium chlorolepis Baker foram coletadas no cerrado Graúna, 
localizado no município de Itirapina, no estado de São Paulo. Este fragmento de cerrado 
apresenta várias fitofisionomias, como campo limpo, campo sujo e campos cerrados. A área 
de coleta está localizada nas coordenadas: 22º15’46’’ S e 47º47’58’’ W (Vilhalva & 
Appezzato-da-Glória, 2006). 
O material testemunha está depositado no Herbário da Universidade Estadual de 
Campinas (UEC), com os seguintes registros: UEC 146765, UEC 146766 e UEC 146770.  
 
Microscopia de luz 
 Amostras do sistema subterrâneo foram fixadas em FAA 70 e Solução de 
Karnovsky (Karnovsky, 1965), modificado pelo uso de tampão cacodilato. Após a fixação, os 
materiais foram emblocados em historesina (Historesin Leica®) e processados para a 
microscopia de luz. Os cortes foram submetidos às seguintes técnicas citoquímicas: Azul de 
Toluidina em tampão Mcllvaine, pH 4,0 (AT) para caracterização estrutural e visualização 
dos radicais aniônicos totais (Vidal, 1977); Xylidine Ponceau pH 2,5 (XP) para detectar 
proteínas (Vidal, 1970); PAS para evidenciar polissacarídeos (Maia, 1979), Lugol para 
detectar amido (Johansen, 1940) e Ácido tânico/Cloreto Férrico III para mucilagem 
(Pizzolato & Lillie, 1973).  
As fotomicrografias foram obtidas em microscópio “Olympus CX21”, com a 
utilização de máquina digital “Sony Cyber Shot W7”. As escalas foram obtidas através da 
projeção de lâmina micrométrica nas mesmas condições ópticas utilizadas para as ilustrações. 
 
Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV) 
 Para as análises em Microscopia Eletrônica de Varredura (MEV), parte das 
amostras foi fixada em Solução de Karnovsky (Karnovsky, 1965), modificado pelo uso de 
tampão cacodilato e após a fixação, os materiais foram lavados em tampão cacodilato de 
sódio e em seguida pós-fixados em tetróxido de ósmio 1% por 3 horas. As amostras foram 
então desidratadas em série etílica, secas em aparelho de ponto crítico do CO2, e 
 80 
posteriormente submetidas ao banho de ouro. As observações foram realizadas no 
Laboratório de Microscopia eletrônica do Instituto de Biologia da Unicamp, em microscópio 
eletrônico de varredura Jeol JSM-5800 LV, a 10kV, acoplado a sistema de captura de 
imagem.  
 
Extração de carboidratos 
 As raízes foram pesadas para a determinação da massa de matéria fresca e seca e 
então, submetidas à extração de carboidratos. As amostras para determinação de matéria seca 
foram colocadas em estufa a 80 ºC até massa constante. 
Amostras de tecido fresco de raízes foram colocadas em etanol 80% e mantidas em 
banho-maria a 80 ºC por 15 min, e depois centrifugadas a 700 g por 15 min. Os precipitados 
foram re-extraídos duas vezes. Os resíduos finais foram extraídos duas vezes em água a 60 
ºC por 30 min e filtrados a vácuo em tecido de algodão. Os sobrenadantes e filtrados aquosos 
foram reunidos e concentrados em evaporador rotatório. O extrato final (extrato bruto) foi 
submetido à precipitação a frio com três volumes de etanol e centrifugado a 2900 g por 10 
min a 5 ºC, como descrito em Carvalho et al., (1998) para separação das frações de fruto-
oligo e polissacarídeos. 
Calculou-se o erro padrão entre as médias obtidas de duas repetições para cada 
tratamento, utilizando-se o programa Microsoft Office Excel, versão 2003. 
 
Análise dos frutanos 
Os conteúdos de frutose livre e ligada foram determinados no extrato bruto e nas 
frações de fruto-oligossacarídeos e fruto-polissacarídeos, separadamente, pelo método de 
antrona modificado por Jermyn (1956) para cetoses, utilizando-se frutose (200 µg mL-1) 
como padrão. Amostras de fruto-oligossacarídeos foram analisadas por HPAEC/PAD em 
sistema Dionex modelo DX-300 e coluna Carbo Pac PA100 (4 x 250 mm) conforme 
Carvalho et al. (1997). Utilizou-se como padrão uma mistura de fruto-oligossacarídeos 
extraída de tubérculos de Helianthus tuberosus (Asteraceae).  
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Resultados 
 
C. chlorolepis é uma espécie herbácea cujo sistema subterrâneo é constituído por uma 
raiz principal gemífera, da qual partem radialmente várias raízes secundárias tuberosas, 
orientadas horizontalmente em relação à superfície do solo (Figura 1). As gemas caulinares 
(Figura 2) presentes no sistema subterrâneo podem se individualizar e conferir à planta a 
capacidade de propagação vegetativa. 
Foi constatado que as raízes tuberosas não apresentam amido, pois o resultado do 
teste com Lugol foi negativo (Figura 3). 
A epiderme reveste as raízes secundárias tuberosas, abaixo da qual encontram-se 
várias camadas de células parenquimáticas do córtex. A endoderme é inconspícua, 
constituída por células pequenas quando comparadas com as células do parênquima cortical; 
o cilindro vascular é formado pelo periciclo, tecidos vasculares (xilema e floema primários) e 
no centro a medula, conforme mostra a Figura 4, onde foi notada a presença de grande 
quantidade de frutanos do tipo inulina (Figuras 4-16).   
Os resultados dos testes citoquímicos realizados a fim de visualizar os frutanos nos 
tecidos da raiz de C. chlorolepis estão apresentados na Tabela 1.  
Os frutanos coraram com o PAS (Figuras 4 e 5), indicando a presença de hidroxilas 
vicinais ligadas ao C adjacente das moléculas de seus monômeros formadores, passíveis de 
oxidação pelo ácido periódico e com o Xylidine Ponceau (Figura 6) em pH 2,5, indicando a 
presença de radicais catiônicos como a amina de proteínas. Os frutanos também coraram com 
o Ácido Tânico e Cloreto Férrico III (Figuras 7-9), evidenciando a presença de mucilagem na 
estrutura dos mesmos. 
Além dos testes citoquímicos os frutanos foram visualizados por meio de microscopia 
de polarização. Após tratamento com etanol para polimerização da inulina, os mesmos 
apresentavam-se como esferocristais birrefringentes (Figuras 10-12). De maneira em geral os 
frutanos não se localizavam no interior das células, mas sim na junção entre as mesmas 
(Figura 11). Em grande parte das imagens notou-se a presença de material corado também 
nos espaços intercelulares conforme mostram as Figuras 5 e 9. 
 Quando visualizada por meio de microscopia eletrônica de varredura, a inulina 
apresentou formato globular, cujo tamanho e quantidade variaram conforme sua localização, 
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sendo menores e menos numerosas no tecido cortical (Figura 14), e maiores e em maior 
número no cilindro central (xilema, floema e medula), conforme mostram as Figuras 15 e 16. 
Ainda na região cortical, foi evidente a presença de frutanos não só no interior das células 
parenquimáticas, mas também nos espaços intercelulares (Figura 14). Com exceção da 
epiderme, os frutanos estão presentes em todos os tecidos da raiz tuberosa de C. chlorolepis, 
sendo detectados principalmente por microscopia eletrônica de varredura (Figuras 13-16). 
Os extratos das raízes tuberosas de C. chlorolepis foram submetidos à cromatografia 
de troca aniônica de alta resolução (HPAEC/PAD), para a confirmação dos frutanos do tipo 
inulina. Além da glicose, frutose e da sacarose, observa-se a presença da série homóloga da 
inulina (Figura 17). 
 O conteúdo de frutano total, fruto-oligo e –polissacarídeos em miligrama por grama 
de massa seca (mg g-1MS) foi determinado por meio de dosagens com a antrona, sendo o 
resultado apresentado na Figura 18. 
 
Discussão 
 
Várias substâncias são acumuladas em órgãos subterrâneos, como proteínas, lipídios, 
taninos etc., destacando-se os carboidratos, que podem ocorrer tanto na forma solúvel como 
na forma de polissacarídeos de reserva ou, então, como polissacarídeos estruturais (Graziano, 
1990). Dentre os carboidratos de reserva acumulados pelas plantas, destacam-se os frutanos. 
Segundo Hendry & Wallace (1993), as plantas acumuladoras de frutano estão 
distribuídas principalmente nas zonas de clima temperado, sendo menos freqüentes nas 
regiões tropicais. Entretanto, levantamentos realizados no Cerrado brasileiro revelaram que 
diversas espécies possuem órgãos subterrâneos de reserva e, destas, muitas apresentam altos 
conteúdos de frutanos, especialmente aquelas da família Asteraceae (Figueiredo-Ribeiro et 
al., 1986; Dietrich et al., 1988; Tertuliano & Figueiredo-Ribeiro, 1993). Dentre essas 
espécies destacam-se Vernonia herbacea (Carvalho & Dietrich, 1993) e Viguiera discolor 
(Isejima & Figueiredo-Ribeiro, 1993) ambas Asteraceae com mais de 80% de frutanos e 
Gomphrena macrocephala, da família Amaranthaceae (Vieira & Figueiredo-Ribeiro, 1993). 
Em levantamentos florísticos realizados no cerrado da Reserva Biológica e Estação 
Experimental de Moji Guaçu (São Paulo), os frutanos foram identificados como o principal 
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carboidrato de reserva dos órgãos subterrâneos espessados em 60% das espécies de 
Asteraceae (Figueiredo-Ribeiro, 1993), confirmando assim a ampla ocorrência dos frutanos 
em vários representantes da flora herbácea do cerrado em região subtropical. De acordo com 
Mantovani (1983), essa família é uma das mais amplamente representadas no estrato 
herbáceo-arbustivo do cerrado e da flora como um todo. 
Nas células, os frutanos são acumulados em forma solúvel nos vacúolos (Frehner et 
al., 1984) e encontrados principalmente em órgãos subterrâneos de reserva, como raízes 
tuberosas, rizóforos, tubérculos e bulbos. Em órgãos fotossintetizantes como folhas, caules, 
inflorescências e sementes, aparecem geralmente em quantidades muito menores (Meier & 
Reid, 1982). 
Além da função de reserva energética, o papel fisiológico dos frutanos nas plantas 
ainda não está completamente esclarecido (Vijn & Smeekens, 1999). Vários trabalhos 
sugerem que eles podem estar relacionados à tolerância a estresses ambientais, como a seca 
(Vijn & Smeekens, 1999), baixas temperaturas (Livingston & Henson, 1998; Hendry, 1987; 
Pontis, 1989; Figueiredo-Ribeiro, 1993; Vijn & Smeekens, 1999; Bravo et al., 2001; Alberdi 
et al., 2002) e, também, no controle da concentração de sacarose no vacúolo (Vijn & 
Smeekens, 1999), pois são osmoticamente ativos, podendo alterar facilmente o potencial 
osmótico por rápidas reações de polimerização e despolimerização (Dietrich et al., 1988).  
Nas espécies de cerrado, a localização dos frutanos nas proximidades dos tecidos 
vasculares condutores de água, seu rápido metabolismo em comparação a outros compostos 
de reserva e sua ampla ocorrência em plantas adaptadas a ambientes com restrição hídrica 
temporária reforçam a hipótese de que esses carboidratos, além do papel de reserva, 
contribuem para as características adaptativas de plantas sujeitas a condições ambientais 
desfavoráveis em relação ao solo, água e temperatura (Figueiredo-Ribeiro et al., 1991).  Em 
C. chlorolepis, os frutanos foram localizados em vários tecidos da raiz, inclusive no xilema, 
no floema e nas células parenquimáticas do córtex e da medula. 
Plantas capazes de sintetizar frutanos estão presentes em muitas famílias não 
relacionadas filogeneticamente, sugerindo uma origem polifilética do metabolismo de 
frutanos. Esta diversidade de distribuição filogenética e geográfica, juntamente com a 
ocorrência de frutanos em famílias altamente evoluídas, indica que os genes necessários ao 
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metabolismo desses compostos podem ter surgido em resposta a uma ou várias pressões de 
seleção em um passado relativamente recente (Hendry, 1993). 
O conteúdo e a composição dos frutanos estão sujeitos às variações estacionais e ao 
estádio fenológico da planta (Carvalho & Dietrich, 1993; Vieira & Figueiredo-Ribeiro, 1993; 
Dias-Taggliacozzo et al., 1999). As variações fenológicas observadas em plantas do cerrado 
ocorrem em resposta às mudanças climáticas, sendo que as espécies herbáceo-arbustivas 
florescem, em geral, após um período de acúmulo de carboidratos (Mantovani, 1983). 
Tertuliano & Figueiredo-Ribeiro (1993) observaram que os sistemas subterrâneos das 
Asteraceae apresentam grande variação no conteúdo e na composição dos frutanos, até 
mesmos entre espécies do mesmo gênero. Degasperi et al. (2003), sugerem que a hidrólise 
dos frutanos acumulados nas raízes tuberosas de Viguiera discolor Baker possa estar 
relacionada com o processo de brotação das plantas após o período de dormência, em que 
toda a parte aérea é eliminada. Carvalho & Dietrich (1993) e Dias Taggliacozzo et al. (1999) 
verificaram que o estádio fenológico da planta exerce grande influencia na variação do 
conteúdo e composição dos frutanos acumulados nos rizóforos de Vernonia herbacea (Vell.) 
Rusby. Tal conteúdo diminui durante a brotação e a floração, pois este carboidrato parece ser 
utilizado para a regeneração dos ramos aéreos que ocorre nesta fase (Asega & Carvalho, 
2004). 
Em relação à localização dos frutanos nos diferentes tecidos e órgãos das plantas, nas 
raízes tuberosas de Gomphrena macrocephala os mesmos foram observados nas células 
parenquimáticas e no interior dos elementos de vaso do xilema secundário (Vieira & 
Figueiredo-Ribeiro, 1993), enquanto em folhas de Agave deserti Engelm (Agavaceae) Wang 
& Nobel (1998) detectaram a presença de frutanos nos tecidos vasculares, em especial na 
seiva do floema. Esses últimos sugerem que os frutanos de baixo grau de polimerização 
(oligofrutanos) sejam sintetizados no parênquima floemático e transportados no floema das 
plantas superiores. Em Hordeum vulgare L. (Poaceae) esses polímeros são acumulados nas 
células do mesofilo e do parênquima da bainha do feixe vascular (Koloreva et al., 2000).  
Em espécies de Asteraceae, frutanos do tipo inulina encontram-se distribuídos 
principalmente no parênquima de reserva ou no parênquima do xilema dos sistemas 
subterrâneos, quando visualizados sob luz polarizada em preparações tratadas com álcool 
absoluto, segundo o estudo apresentado por Tertuliano & Figueiredo-Ribeiro (1993). Esses 
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mesmos autores verificaram a presença de esferocristais birrefringentes da inulina em C. 
chlorolepis (Eupatorium chlorolepis) nas células parenquimáticas de reserva (córtex). No 
entanto, no presente trabalho foi confirmada, por microscopia eletrônica de varredura a 
presença dos frutanos não só no tecido cortical, mas também no xilema, floema e na medula. 
Acreditamos que a preparação para a microscopia eletrônica de varredura tenha preservado 
melhor a estrutura dos frutanos, já os materiais utilizados para microscopia de luz e de 
polarização foram incluídos em historesina e antes dessa etapa passaram por várias 
desidratações etanólicas, o que pode ter extraído parte dos mesmos. 
Nas raízes tuberosas de Vernonia oxylepis Sch. Bip. in Mart. ex Baker, analisadas por 
Vilhalva & Appezzato-da-Glória (2006), os cristais de inulina estavam presentes nas células 
parenquimáticas do periciclo proliferado, enquanto que nas raízes adventícias de Richterago 
Kuntze, estão no córtex interno e no cilindro vascular. Nos rizóforos de Vernonia herbacea e 
V. platensis (Hayashi & Appezzato-da-Glória, 2005) e de Smallanthus sonchifolius 
(Machado  et al., 2004) os cristais de inulina estão acumulados, principalmente, no 
parênquima cortical. Por sua vez, nas espécies de Vernonia, estudadas por Sajo & Menezes 
1986, estão acumulados no parênquima proveniente de câmbios acessórios no interior do 
xilema secundário.  
O substrato para a síntese do frutano é a sacarose, sintetizada no citoplasma e 
armazenada no vacúolo. Nessa organela celular, ocorrem tanto a síntese como o 
armazenamento desses polímeros (Vijn & Smeekens, 1999) em forma solúvel ou em estado 
coloidal (Dietrich et al., 1988). Frehner et al. (1984) sugeriram um modelo para o 
metabolismo dos frutanos do tipo inulina, baseados em estudos realizados com vacúolos 
isolados a partir de protoplastos do parênquima de reserva dos tubérculos de Helianthus 
tuberosus L. De acordo com esse modelo, a inulina ocorre exclusivamente nos vacúolos, 
assim como a atividade das três enzimas envolvidas no metabolismo desse carboidrato, ou 
seja, da sacarose: sacarose frutosiltransferase (SST) e da frutano: frutano frutosiltransferase 
(FFT) e frutano-exohidrolase (FEH), responsáveis pela síntese (SST e FFT) e degradação dos 
frutanos (FFT e FEH). Entretanto, a localização vacuolar exclusiva do metabolismo dos 
frutanos tem sido questionada (Van den Ende et al., 2005). Livingston & Henson (1998) 
verificaram a presença de frutanos no fluido apoplástico e no líquido proveniente da gutação 
de Avena sativa L. (Poaceae), além da atividade da FEH no fluido apoplástico, ao contrário 
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do que foi observado por Frehner et al. (1984) que afirmaram que a FEH seria exclusiva dos 
vacúolos. Van den Ende et. al. (2005) consideram que os níveis de frutanos encontrados no 
fluído apoplástico são maiores que os considerados normais para a célula, confirmando que 
em trigo, os frutanos e a enzima 6-KEH ocorrem mesmo no fluído apoplástico, mas que são 
biossintetisados no vacúolo e transportados para o fluído apoplástico por mecanismos até 
agora desconhecidos. Esses fatos corroboram com a idéia de transporte dos frutanos para o 
apoplasto.  
Em C. chlorolepis, os frutanos foram encontrados no interior das células aderidos à 
parede celular e também nos espaços intercelulares (Figura 14), o que pode reforçar a 
hipótese dos mesmos interagirem com as membranas para estabilizá-las sob condições de 
estresses (Hincha et al., 2002).  
Dada a importância ecológica e econômica dos frutanos, diversas pesquisas vêm 
sendo desenvolvidas no Brasil e no mundo a respeito do acúmulo desses carboidratos. No 
entanto, são escassos os trabalhos que mostram um método simples e confiável para a 
detecção de frutanos nos tecidos vegetais, sendo necessário para isso o emprego de métodos 
mais sofisticados de cromatografia. 
O sistema subterrâneo de C. chlorolepis apresenta várias características, tais como a 
capacidade de formar gemas, propagação vegetativa, associação micorrízica (ver Capítulo 4) 
e presença de frutanos que conferem à planta maior tolerância às condições adversas do 
ambiente, principalmente no cerrado onde ocorrem estresses provocados por secas 
prolongadas no período de inverno, déficit de água e altas temperaturas no verão. 
Provavelmente, esses carboidratos são utilizados para a regeneração da parte aérea ou até 
mesmo para a propagação vegetativa da planta a partir das gemas caulinares formadas na 
raiz, e na associação benéfica com o fungo micorrízico arbuscular.  
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Tabela 1: Resultados dos testes citoquímicos aplicados nas raízes de C. chlorolepis 
Baker. 
Tecido 
analisado 
Testes citoquímicos 
 
 
 Lugol 
(Amido) 
Xylidine Ponceau 
(Proteínas) 
PAS 
(Polissacarídeos) 
Ácido Tânico/ 
Cloreto Férrico 
III 
(Mucilagem) 
      
Epiderme  _ _ + _ 
 
 
    
Córtex  _ + + + 
 
 
    
Cilindro 
Vascular 
 _ _ + + 
 
 
    
Medula  _ _ + + 
Legenda: + positivo, - negativo 
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Figuras 1 - 6. Vista geral do sistema subterrâneo (raízes tuberosas) de Campuloclinium 
clorolepis Baker (Asteraceae). 2. Corte longitudinal da gema (G) caulinar originada da 
raiz principal. 3. Teste com Lugol, evidenciando ausência de amido na raiz. 4 - 5. 
Frutanos corados pelo teste do PAS. EP=epiderme, PC=parênquima cortical, X=xilema 
primário, F=floema primário, M=medula, E=endoderme, frutanos (seta) 6. Presença de 
proteínas (p) glóbulos de frutanos, detectada através do teste com o Xilidine Ponceau. 
Barras = 2 e 4 (200 µm), 3 e 5 (100 µm) e 6 (25 µm). 
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Figuras 7 - 9. Cortes transversais da raiz tuberosa de Campuloclinium clorolepis Baker 
(Asteraceae). Glóbulos de frutanos corados pelo Ácido Tânico/Cloreto Férrico III. 10 - 
12. Observação dos frutanos sob microscopia de polarização evidenciando a 
birrefringência dos esfero-cristais de inulina. Barras = 7 e 10 (200 µm), 8 e 9 (100 µm), 
11 e 12 (25 µm). 
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Figuras 13 - 16. Microscopia eletrônica de varredura da raiz tuberosa de Campuloclinium 
clorolepis Baker (Asteraceae). 13. Ausência dos frutanos na epiderme (EP) da raiz. 14. 
Região cortical da raiz mostrando a presença de frutanos no interior das células 
parenquimáticas e nos espaços intercelulares (setas). 15 - 16. Cilindro central da raiz 
onde observa-se maior quantidade de frutanos, principalmente na região medular (seta). 
16. Detalhe da medula com presença de frutanos maiores. Barras = 13 e 16 (30 µm), 14 
(21 µm) e 15 (150 µm). 
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Figura 17.  Análise por HPAEC/PAD dos frutanos totais das raízes de C. chlorolepis. G – 
glucose, F – frutose, S – sacarose, 1-C – 1-cestose, N – nistose, > 4 – frutanos com grau 
de polimerização maior que 4, com padrão de distribuição típico da série homóloga da 
inulina. 
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Figura 18. Conteúdo de frutano total, fruto-oligo e –polissacarídeos em raízes tuberosas de 
C. Chlorolepis. Os valores indicam a média de duas amostras e as barras indicam o erro 
padrão. 
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Resumo: Coléteres em estípulas e primórdios foliares são característicos em Rubiaceae. 
Além do valor taxonômico na família, funcionam na proteção do meristema e de órgãos em 
desenvolvimento não havendo, até o momento, nenhum registro de sua ocorrência em 
sistemas subterrâneos. Desta forma, descreve-se aqui a morfologia, anatomia e histoquímica 
dos coléteres presentes no xilopódio de Galianthe grandifolia Cabral. Amostras foram 
preparadas segundo técnicas usuais para microscopia de luz e eletrônica de varredura. Os 
cortes foram submetidos aos seguintes testes histoquímicos: Azul de Toluidina 0,025% em 
tampão Mcllvaine, pH 4,0 para caracterização estrutural e grupamentos aniônicos; Xylidine 
Ponceau 0,1%, pH 2,5 para visualizar proteínas; PAS para evidenciar polissacarídeos e Ácido 
Tânico 5% e Cloreto Férrico 3% para evidenciar mucilagens. Os coléteres apresentaram duas 
formas conforme sua localização: quando próximos à gema caulinar apical, eles têm 
pedúnculo longo, com a cabeça meio curva e voltada em direção à gema, estando inseridos 
na região adaxial dos catafilos ou primórdios foliares; quando se encontram na gema axilar, o 
pedúnculo é curto e não estão inseridos nos primórdios foliares. A presença de mucilagem na 
secreção foi evidenciada através de resultados positivos para os testes com PAS e com Ácido 
Tânico/Cloreto Férrico. A disposição dos coléteres em G. grandifolia é compatível com a 
hipótese de que eles atuem na proteção das gemas. Tal proteção, para esta espécie, é 
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reforçada pela presença de vários catafilos e grande quantidade de compostos fenólicos, 
principalmente na região periférica da gema. 
 
Introdução 
 
A família Rubiaceae apresenta 637 gêneros e aproximadamente 10.700 espécies 
sendo, portanto, um dos maiores grupos entre as Angiospermas (Robbrecht, 1988) de ampla 
distribuição, principalmente nas regiões tropicais e subtropicais (Barroso et al., 1991; Judd et 
al., 1999). Duas características marcantes dessa família são a presença de estípulas 
interpeciolares e coléteres. 
Essas estruturas já foram descritas para vários gêneros da família Rubiaceae 
(Solereder, 1908; Horner & Lersten, 1968; Van Hove, 1972; Lersten, 1974a) ocorrendo 
principalmente na margem da superfície adaxial das estípulas (Lersten, 1974a). Considera-se 
que elas são responsáveis pela secreção de substância mucilaginosa ou resinosa, que 
garantem a proteção do meristema apical e das gemas axilares contra a dessecação, 
herbivoria e patógenos (Thomas et al., 1989; Thomas & Dave, 1990a e Thomas, 1991). 
Mesmo havendo relatos de coléteres em diversas outras famílias (Thomas 1991 e 
Fahn, 1979), tais como Apocynaceae (Thomas, 1991; Rio et al., 2002; Simões et al., 2006), 
Gentianaceae (Nemomissa, 1997), Fabaceae (De-Paula & Oliveira, 2007) e Caryocaraceae 
(Paiva & Machado, 2006), ressalta-se que aparentemente não há qualquer registro de sua 
ocorrência em sistemas subterrâneos, o que é destacado neste trabalho em gemas caulinares 
originadas do xilopódio. 
Portanto, o objetivo deste trabalho foi descrever a morfologia, anatomia e 
histoquímica dos coléteres presentes no xilopódio de Galianthe grandifolia, visando 
acrescentar informações relevantes, tanto para trabalhos anatômicos, como ecológicos. 
 
Material e Métodos 
 
Plantas de Galianthe grandifolia foram coletadas no cerrado Graúna, localizado no 
município de Itirapina do Estado de São Paulo. O material testemunha está depositado no 
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Herbário da Universidade Estadual de Campinas (UEC), com os seguintes registros: UEC 
146775; UEC 146776 e UEC 146777.  
Para os estudos dos coléteres, amostras do xilopódio de G. grandifolia foram fixadas 
em solução de Karnovsky (Karnovsky, 1965), modificado com o uso de tampão de 
cacodilato de sódio por 48 horas, sendo posteriormente lavadas no mesmo tampão e 
estocadas em álcool etílico 70%. 
As gemas caulinares presentes nos xilopódios foram isoladas e desidratadas em série 
etílica e infiltradas em historesina (Historesin Leica®) sob vácuo. Os cortes longitudinais e 
transversais, com 5 µm de espessura, foram submetidos aos seguintes corantes e testes 
histoquímicos: Azul de Toluidina 0,025% em tampão Mcllvaine (Vidal 1977), pH 4,0 para 
caracterização estrutural e grupamentos aniônicos; Xylidine Ponceau 0,1% (Vidal, 1970), pH 
2,5 para visualizar proteínas; PAS para evidenciar polissacarídeos (Maia, 1979) e Ácido 
Tânico 5% e Cloreto Férrico 3% para evidenciar mucilagens (Pizzolato & Lillie, 1973). Foi 
realizado controle para os testes com PAS e Ácido Tânico/Cloreto Férrico. As lâminas 
permanentes foram montadas com Bálsamo do Canadá e as semi-permanentes com gelatina 
glicerinada. 
Para análises em Microscópio Eletrônico de Varredura (MEV), parte das amostras foi 
fixada em Solução de Karnovsky (Karnovsky, 1965), modificado pelo uso de tampão 
cacodilato e após a fixação, os materiais foram lavados em tampão cacodilato de sódio e em 
seguida pós-fixados em tetróxido de ósmio 1% por 3 horas. As amostras foram então 
desidratadas em série etílica, secas em aparelho de ponto crítico do CO2, e posteriormente 
submetidas ao banho de ouro. As observações foram realizadas no Laboratório de 
Microscopia eletrônica do Instituto de Biologia da Unicamp, em microscópio eletrônico de 
varredura Jeol JSM-5800 LV, a 10kV, acoplado a sistema de captura de imagem.  
As fotomicrografias foram obtidas em microscópio “Olympus CX21”, com a 
utilização de máquina digital “Sony Cyber Shot W7”. As escalas foram obtidas através da 
projeção de lâmina micrométrica nas mesmas condições ópticas utilizadas para as ilustrações. 
 
 
 
 
 109 
Resultados 
 
Galianthe grandifolia E. L. Cabral é uma espécie subarbustiva da família Rubiaceae, 
que ocorre em áreas de cerrado; o seu sistema subterrâneo é constituído por um xilopódio 
altamente gemífero (Figuras 1 e 2) e acumula grande quantidade de amido (Figura 3). As 
gemas caulinares presentes no xilopódio (Figura 2), são recobertas por vários catafilos 
(folhas modificadas), e apresentam como padrão de distribuição uma gema principal (apical), 
circundada por quatro gemas menores (axilares). 
Os coléteres estão inseridos na região axilar dos catafilos, voltados em direção às 
gemas (Figura 5). Estes apresentam um núcleo central de células parênquimáticas (P) 
alongadas, rodeados por uma epiderme secretora (E) unisseriada em paliçada e pedúnculo 
(Figuras 4 e 8). No entanto, podem ocorrer variações estruturais, conforme sua localização: 
quando próximos à gema caulinar apical (Figuras 4, 6 e 7), eles têm pedúnculo longo e a 
cabeça meio curva voltada em direção à gema, e estão inseridos na região inferior e adaxial 
dos catafilos; enquanto quando se encontram na gema axilar (Figura 11), o pedúnculo é curto 
ou ausente (coléter séssil) e estão inseridos no interior dos catafilos (Figura 7). Não foi 
verificada a presença de traço vascular em nenhum coléter dos cortes analisados. 
Foi detectada a presença de cristais de oxalato de cálcio (ráfides) nas células 
parenquimáticas, birrefringentes quando os cortes foram observados sob luz polarizada 
(Figura 10). As proteínas foram detectadas através do teste com Xylidine Ponceau, conforme 
mostram as Figuras 8 e 9. 
A presença de mucilagem na secreção foi evidenciada através dos resultados positivos 
para os testes do Ácido Tânico/Cloreto Férrico (Figura 11) e do PAS (Figura 12). 
Após a fase secretora, os coléteres são persistentes e apresentam células com 
conteúdo fenólico corados intensamente de verde pelo Azul de Toluidina (Figura 6). 
Também foi observada grande quantidade de idioblastos com material fenólico, localizados 
principalmente na região periférica dos catafilos (Figura 7).  
Resultados preliminares não revelaram a presença de coléteres nas estípulas das 
folhas (dados não mostrados). 
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Discussão 
  
Coléteres são estruturas secretoras que produzem uma substância viscosa, constituída 
por uma mistura de mucilagem e terpenos, que lubrifica e protege gemas em início de 
desenvolvimento. Estruturalmente, eles podem ser tricomas, emergências ou glândulas, neste 
caso, se vascularizados (Fahn, 1990). Eles podem estar presentes em órgãos vegetativos, 
sendo mais comuns em gemas e folhas jovens do que em órgãos adultos e/ou reprodutivos de 
diversas famílias de dicotiledôneas (Fahn, 1979 e Thomas 1991).  
A ocorrência de coléteres é freqüente em Rubiaceae. Eles ocorrem principalmente na 
superfície adaxial de estípulas (Solereder, 1908; Horner & Lersten, 1968; van Hove, 1972; 
Lersten, 1974a e Thomas, 1991), podendo ser encontrados em pecíolos (Johansson, 1987), 
cálice (Dave et al., 1988), brácteas, bractéolas e corola (Thomas & Dave, 1989b). Em 
Galianthe grandifolia, os coléteres foram encontrados nas gemas caulinares do xilopódio, 
inseridos na região adaxial dos catafilos, voltados em direção a gema.  
Galianthe grandifolia apresenta dois tipos de coléteres: os que recobrem a gema 
apical se encontram inseridos na região adaxial dos catafilos, são caracterizados por 
apresentarem uma cabeça apical bastante desenvolvida, composta por um núcleo central de 
células parenquimáticas alongadas revestidas por uma epiderme secretora unisseriada em 
paliçada e um pedúnculo longo. Já os coléteres que protegem as gemas axilares são 
diferentes daqueles que protegem as gemas apicais, visto que não apresentam pedúnculo, mas 
sim uma porção basal com aproximadamente o mesmo tamanho da cabeça. Esta base 
também é revestida por uma epiderme unisseriada em paliçada, apresentando atividade 
secretora. Apesar da variação na estrutura anatômica dos coléteres de G. grandifolia, sua 
estrutura está de acordo com a descrita por Lersten (1974a), caracterizada pela presença de 
um eixo alongado recoberto por uma epiderme em paliçada.  
Thomas 1991 descreveu seis tipos de coléteres para a família Rubiaceae: padrão, 
padrão-reduzido, dendróide, escova, alado e filiforme sendo que o número, a morfologia e o 
arranjo dessas estruturas são elementos relevantes para determinações taxonômicas e 
filogenéticas (Lersten, 1974a e b, 1975; Thomas & Dave, 1990). De acordo com tal 
classificação, os coléteres de G. grandifolia podem ser enquadrados como padrão, sendo este 
o tipo mais comum em Rubiaceae (Thomas, 1991).  
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Os testes histoquímicos usados neste trabalho permitiram detectar a presença de 
proteínas, polissacarídeos e compostos fenólicos. A presença dessas substâncias, 
isoladamente ou em misturas complexas, foi igualmente detectada em coléteres de diferentes 
taxa (Horner & Lersten, 1968; Thomas & Dave, 1989c; Thomas et al., 1989; Thomas & 
Dave, 1990b; Appezzato-da- Glória & Estelita, 2000; Klein et al., 2004).  
Além da função de proteção contra a dessecação, os coléteres podem agir como 
repelente de insetos (Smith, 1963; Curtis & Lersten, 1974), protegendo plantas contra 
herbívoros e patógenos (Dell, 1977). Acredita-se que os coléteres presentes nas gemas 
caulinares de Galianthe grandifolia, estejam desempenhando mais de uma função: num 
primeiro momento eles estariam protegendo as gemas caulinares contra dessecação, 
resguardando assim, o desenvolvimento meristemático pela secreção de mucilagem (Thomas, 
1991) e, posteriormente, estariam protegendo as gemas caulinares contra a herbivoria, já que 
os coléteres são persistentes após a secreção da mucilagem e passam a adquirir várias células 
com conteúdo fenólico.  
Assim como observado em G. grandifolia, Lersten (1974a) também observou 
idioblastos contendo drusas de oxalato de cálcio no parênquima interno de coléteres de 
Pysichotria (Rubiaceae). A função desses cristais ainda não está bem definida na literatura, 
mas talvez contribuam para a proteção das gemas, tornando os coléteres mecanicamente mais 
resistentes. 
Portanto, considera-se que as várias características destacadas pelos resultados deste 
trabalho, tais como a localização dos coléteres, presença de mucilagem, presença de ráfides, 
corroboram a hipótese de que estes atuem na proteção das gemas. Tal proteção seria 
reforçada, nesta espécie, pela presença de vários catafilos e grande quantidade de compostos 
fenólicos, situados na região periférica das gemas. Acredita-se que os coléteres também 
estariam desempenhando a função de lubrificar a gema, já que a mesma se encontra no 
xilopódio, necessitando da desobstrução do caminho para o rebrotamento da parte aérea.  
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Figuras 1 - 6. Vista geral do xilopódio com várias gemas caulinares. 2. Gema caulinar 
originada no xilopódio. 3. Presença de grãos de amido no xilopódio, visualizados sob luz 
polarizada. 4 - 5. Microscopia eletrônica de varredura. 4. Coléter com células epidérmicas 
(E) em paliçadas. Secreção do coléter (*). P= células parenquimáticas 5. Coléteres (setas) 
inseridos na região axilar dos catafilos (C). 6. Corte longitudinal da gema (G) corado com 
Azul de toluidina, evidenciando os coléteres (*) voltados em direção a gema caulinar. 
Coléteres velhos com presença de compostos fenólicos (seta). 7. Corte transversal da 
gema caulinar corado com Azul de toluidina, observar os coléteres (*) no interior dos 
catafilos (c). cf = idioblasto com conteúdo fenólico. Barras = 1 (2 mm), 2 (2,5 mm), 3 (25 
µm), 6 (200 µm) e 7 (100 µm). 
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Figuras 8 - 12. Cortes longitudinais dos coléteres. 8 - 9. Coléteres com pedúnculo (seta), 
evidenciando a epiderme com células em paliçadas (E) e células parenquimáticas com 
presença de compostos fenólicos (*). Corante Xylidine Ponceau. 10. Presença de cristais 
(r) nas células parenquimáticas do coléter sob luz polarizada. 11. Coléter séssil. 11 - 12. 
Presença de mucilagem nos coléteres, evidenciada através dos testes com Ácido 
tânico/Cloreto Férrico (11) e do PAS (12). G = gema caulinar. Barras = 8 (50 µm), 9 - 10, 
12 (25 µm), 11 (100 µm). 
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CONSIDERAÇÕES FINAIS E SUGESTÕES PARA 
TRABALHOS FUTUROS 
 
Este trabalho partiu da hipótese de que as plantas nativas do Cerrado, por serem 
tolerantes aos estresses naturais do ambiente, inclusive a solos ricos em alumínio, poderiam 
ser também mais tolerantes a ambientes contaminados com metais pesados. 
De acordo com Antosiewics (1992), espécies herbáceas coletadas em áreas 
contaminadas são fontes potenciais para programas de fitorremediação, uma vez que as 
mesmas apresentam adaptações a ambientes estressantes.  
As espécies herbáceas com sistema subterrâneo espessado despertaram interesse 
especial justamente por essa característica ser atribuída a sua adaptação às condições 
ambientais adversas. Outra vantagem do seu emprego estaria na possibilidade de 
armazenarem os contaminantes junto de seus compostos de reserva, retirando maior 
quantidade de metais do solo. Os resultados mostraram que Campuloclinium chlorolepis 
(Asteraceae), que possui raízes tuberosas, e Galianthe grandifolia (Rubiaceae), que apresenta 
um xilopódio, suportaram concentrações de cádmio consideradas elevadas até mesmo para 
espécies arbóreas.  
Ambas as espécies acumularam valores considerados extremamente tóxicos (acima de 
1 mg Kg–1 de cádmio) para vegetais, seja eles arbóreos ou herbáceos (Malavolta, 1980). Em 
especial, a espécie Galianthe grandifolia se mostrou mais tolerante às concentrações de 
Cádmio a que foi submetida, principalmente porque o Cd não inibiu seu crescimento e, sim o 
estimulou até mesmo na maior concentração (3 mM de Cd) aplicada ao solo. Ainda, os 
resultados da análise do teor de Cd demonstraram a enorme capacidade de acúmulo de Cd 
apresentada por Galianthe grandifolia, que concentrou em seus tecidos 120,37 mg Kg–1 de  
Cd na matéria seca da parte aérea e 298,97 mg Kg–1 de Cd na parte subterrânea. Esta espécie 
apresentou concentrações superiores a 100 mg Kg–1, sendo, por isso, considerada 
hiperacumuladora de Cd. 
Como sugestão para trabalhos futuros, seria interessante verificar o comportamento 
dessa planta em locais contaminados com Cd ou outros metais, como forma de confirmar seu 
potencial como fitorremediadora. 
Em paralelo à idéia principal deste trabalho, outros estudos foram realizados em 
função da constatação de particularidades de ambas as espécies. Assim, acredita-se que este 
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trabalho foi capaz de agregar conhecimento não só sobre os efeitos da contaminação por 
cádmio, mas também sobre a anatomia das espécies, associação com fungos micorrízicos e a 
localização dos frutanos no sistema subterrâneo de Campuloclinium chlorolepis. 
Em termos da anatomia das espécies, além da confirmação de seu potencial gemífero, 
merece especial destaque a descrição dos coléteres presentes no sistema subterrâneo de 
Galianthe grandifolia. Tal estrutura pode ser mais uma adaptação às adversidades do 
cerrado, além de corroborar com a literatura sobre seu valor taxonômico para a família, sendo 
este, o primeiro relato da ocorrência de coléteres em sistemas subterrâneos. 
Quanto à presença de fungos nos sistemas subterrâneos, destaca-se: a co-ocorrência 
de fungos micorrízicos arbusculares (FMAs) e fungos endofíticos “Dark Septate” e o seu alto 
grau de colonização radicular. Em Campuloclinium chlorolepis os FMAs conseguiram 
colonizar não só as raízes finas, como sugere a literatura, mas também as mais espessas, bem 
como as raízes adventícias lignificadas de Galianthe grandifolia. Entretanto, novos estudos 
se fazem necessários para avaliar em que termos ocorre essa relação simbiótica e se a 
presença de tais fungos contribui para aumentar a tolerância dessas espécies à contaminação 
por Cádmio e outros metais pesados. 
Com relação ao estudo dos frutanos nas raízes tuberosas de Campuloclinium 
chlorolepis, as análises dos cortes histológicos revelaram sua presença no interior das células 
e também nos espaços intercelulares, ratificando a hipótese de que eles ocorrem mesmo no 
fluído apoplástico. 
Todos esses resultados contribuem para o conhecimento destas espécies nativas de 
cerrado, que apresentam várias características, tais como a capacidade de formar gemas, 
propagação vegetativa, associação com fungos micorrízicos arbusculares e grande quantidade 
de carboidratos nos sistemas subterrâneos, que, somadas, possibilitam o seu sucesso na 
ocupação desse ecossistema. 
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